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1.1 Das kolorektale Karzinom 
Mit einem Anteil von 10-15% aller malignen Erkrankungen stellt das kolorektale Karzinom 
(KRK) weltweit eine der häufigsten Neoplasien dar. Die Anzahl der Neuerkrankungen am 
kolorektalen Karzinom beträgt in den westlichen Industrienationen 20-40:100000 
Menschen bei steigender Inzidenz und ist nach dem Bronchialkarzinom bei Männern und 
dem Mammakarzinom bei Frauen das zweithäufigste Karzinom15. Das 
Haupterkrankungsalter findet sich zwischen dem 50. und 70. Lebensjahr86,178. 
Während nur 5-10% der KRK genetisch bedingt sind, wie etwa bei der familiären 
adenomatösen Polyposis (FAP) und „hereditary nonpolyposis colorectal cancer“ 
(HNPCC)119, spielen in der westlichen Welt vor allem Ernährungsfaktoren eine wesentliche 
Rolle. Als Risikofaktoren werden fett- und eiweißreiche Kost mit wenig Ballaststoffen 
angenommen sowie Rauchen und Übergewicht72. Bei ca. 80% der kolorektalen Karzinome 
handelt es sich um Adenokarzinome. Sie entstehen meist auf dem Boden vorbestehender 
Adenome nach dem Modell der Adenom-Karzinom-Sequenz: Hierbei kommt es im Verlauf 
von Jahren zu einer Akkumulation verschiedener genetischer Veränderungen. Es handelt 
sich dabei um eine Aktivierung von Onkogenen, wie k-ras, und/oder Inaktivierung von 
Tumorsuppressor-Genen, wie APC (engl. Abk.: „adenomatosis polyposis coli protein“), 













Abb. 1.1: Adenom-Karzinom-Sequenz modifiziert nach Faeron & Vogelstein 199050 
 
Genetische Veränderungen im APC-Gen zählen zu den frühen genomischen 
Veränderungen in der Adenom-Karzinom-Sequenz. Desweiteren folgen beim Übergang 
vom Adenom zum Karzinom Mutationen des k-ras-Onkogens und des 
dcc-Tumorsuppressor-Gens. Inaktivierende Mutationen des Tumorsuppressorgens p53 
können in mehr als 50% der kolorektalen Karzinome als spätes Ereignis in der 
Adenom-Karzinom-Sequenz nachgewiesen werden. Ist eine kritische Gesamtzahl an 
genetischen Veränderungen eingetreten, kann das anfangs noch kontrollierte 
Wachstumsverhalten in ein unkontrolliertes malignes Wachstum übergehen.  
Als Präkanzerosen gelten große singuläre Polypen, mit Adenomen vergesellschaftete 
hereditäre Polyposis-Syndrome sowie chronisch-entzündliche Darmerkrankungen75. 
 
1.1.1 Lokalisation und Staging 
60 % aller kolorektalen Karzinome sind im Rektum lokalisiert. Hiervon sind wiederum ca. 
50% rektal-digital tastbar, weshalb der regelmäßigen Vorsorgeuntersuchung ein hoher 
Stellenwert zukommt. Weitere 20% der kolorektalen Karzinome sind im Sigma, jeweils 
10% im Coecum, bzw restlichem Kolon lokalisiert. Die Stadieneinteilung des kolorektalen 

































Definition TNM-System Dukes 
0 Carcinoma in situ TIS       N0      M0  
I Ia Beschränkung auf Mukosa und Submukosa 
Ib Infiltration Muscularis propria 
T1         N0      M0  
T2         N0      M0 
A 
II Infiltration aller Wandschichten 
Überschreitung der Darmwand 
T3         N0      M0  
T4         N0      M0 
B 
III Regionale Lymphknoten oder Infiltration der 
Umgebung 
TX       N1-3    M0 C 
IV Fernmetastasen TX         NX      M1 D 
Tab. 1.1: Einteilung der Tumorstadien 
 
Weitere Hinweise über die Prognose eines Tumors erlaubt der histologische 
Differenzierungsgrad G1-G3 (G1: gut differenziert, G2: mäßig differenziert und G3: 




Je nach Tumorlokalisation erfolgt die hämatogene Metastasierung entlang der V. protae in 
die Leber, bzw. über die V. cave in die Lunge. Erst später sind andere Organe, Knochen 
oder Gehirn befallen. Die lymphogene Metastasierung erfolgt zunächst in die regionalen 
Lymphknoten. Dabei ist die Prognose umso ungünstiger, je tiefer das Karzinom sitzt. Bei 
ca. 25% der Patienten hat das Karzinom bereits zum Diagnosezeitpunkt gestreut, mehr als 





Die Symptome eines kolorektalen Karzinoms sind unspezifisch. Frühsymptome bestehen 
nicht. Hinweise auf das Vorliegen eines KRK können sein: 
• Blutbeimischung zum Stuhl 
• Änderungen der Stuhlgewohnheiten bei Patienten >40 Jahre 
• Leistungsminderung, Gewichtsverlust 




Diagnostisch wegweisend ist die rektal-digitale Untersuchung und vor allem die komplette 
Koloskopie, die neben dem direkten Nachweis auch die bioptische Sicherung ermöglicht. 
Die Beurteilung der Tumorausdehnung und Operabilität erfolgt durch die transrektale 
Sonographie in Verbindung mit einer Computertomographie (CT) des Abdomens in 
Doppelkontrast-Technik. Zum Ausschluss von Fernmetastasen werden vor allem 
abdominelle Sonographie, Angio-CT oder -MRT der Leber, CT-Thorax, Röntgenthorax-
Aufnahme sowie die Skelettszintigraphie eingesetzt. Ein wichtiges Mittel, um die 
Mortalität des KRK zu senken, ist die Früherkennung. Durch randomisierte Studien ist 
belegt, dass ein routinemäßiges Screening mittels Testung auf okkultes Blut105 oder durch 
Sigmoidoskopie149 die Mortalität des kolorektalen Karzinoms senkt. 
 
1.1.5 Therapie 
Die Therapie besteht in erster Linie in der En-bloc-Resektion des tumortragenden 
Kolonabschnitts und Mesenteriums unter Einhaltung einer Sicherheitszone normalen 
Gewebes. Ziel der kurativen Operation muss eine R0-Resektion, also eine totale Entfernung 
aller malignen Zellen sein. Gleichzeitig wird das regionale Lymphabflussgebiet mit 




bzw. eine Kolon-Transversumresektion notwendig machen und eignet sich insbesondere für 
die TNM-Tumorstadien 1-3. In einigen Fällen kann auch bei kolorektalen Karzinomen im 
Stadium T4 durch eine neoadjuvante Radio-/Chemotherapie eine kurative R0-Resektion 
erreicht werden. Ab Stadium UICC III wird adjuvant eine Chemotherapie zur Reduktion 
des Lokalrezidiv-Risikos und der Fernmetastasierung verabreicht. Eingesetzt werden vor 
allem 5-Fluorouracil in Kombination mit Folinsäure75. Bei Fernmetastasierung verspricht 
eine palliative Chemotherapie mit 5-Fluorouracil eine Tumorregression mit Verlängerung 
der Überlebenszeiten von im Mittel 5-6 Monaten.  
 
1.1.6 Prognose 
Die Prognose des KRK ist wesentlich von dem Stadium bei Diagnosestellung, sowie von 
der Erfahrung des Operateurs abhängig. Einen Überblick über die 5-Jahres-

























1.2 Der “peroxisome proliferator-activated receptor” 
(PPAR) 
PPARs gehören zu der Gruppe der hormonabhängigen nukleären 
Transkriptionsfaktoren82,102,147 und sind Mitglieder der Kernrezeptor-Superfamilie121, zu der 
auch der Östrogen-, Vitamin D3- und Thyroxin-Rezeptor gehören. Wie andere 
Kernrezeptoren verfügen PPARs über vier Hauptdomänen (siehe Abb. 1.3): Das 
N-terminalen Ende (A/B) besitzt eine Liganden-unabhängige Transkriptions-
Aktivierungsfunktion (AF-1) mit einer „mitogen-activated protein kinase“ 
(MAPK)-Phosphorylierungsstelle1. Durch Phosphorylierung an dieser Stelle wird die 
Fähigkeit zur Bindung von Liganden erniedrigt und damit auch die Transkriptionsaktivität 
der PPARs150. Der AF-1 Region folgt eine ca. 70 Aminosäuren lange, hochkonservierte 
DNA-Bindungsdomäne (DBD, C), bestehend aus zwei Zinkfinger-Domänen, über die die 
Bindung an die DNA erfolgt. Der DBD folgt die Gelenkdomäne (D), die DBD und 
Ligandenbindungsdomäne (LBD) miteinander verbindet. Am C-terminalen Ende der 
PPARs findet sich schließlich die E/F-Domäne, welche eine Liganden-abhängige 











Die Regulation der Transkription von PPAR-Zielgenen erfolgt durch Bindung des 
Transkriptionsfaktors an charakteristische DNA-Sequenzen, die „peroxisome proliferator 
response elements“ (PPREs), welche in der Promoterregion dieser Gene lokalisiert 
sind133,171,191 (siehe Abb. 1.4). Die Bindung des PPAR an sein spezifisches PPRE erfolgt in 
Form eines Heterodimers mit dem „retinoid X receptor“ (RXR)99. Die Transkription der 
Zielgene erfolgt sowohl durch Bindung eines Liganden an PPAR, als auch an den RXR. 
Haben beide Rezeptoren einen Liganden gebunden, resultiert hieraus ein additiver 
Effekt36,94. Desweiteren bestimmen die DNA-Sequenz des PPRE, der PPAR-, bzw. RXR-




Abb. 1.4: Übersicht über die Wirkweise des PPAR/RXR Heterodimere; modifiziert nach Houseknecht et al. 
200280  
PPAR = Peroxisome Proliferator-Activated Receptor 
PPRE = PPAR Response Element 





1.2.1 Subtypen von PPAR  
1990 klonierten Issemann und Green zum ersten Mal eine PPAR cDNA aus einer 
Mäuseleber82, wobei es sich, wie sich herausstellte, um den PPAR-α Subtypus handelte. 
Wenig später gelang Dreyer die Klonierung von zwei weiteren, dem PPAR-α Rezeptor 
ähnlichen Rezeptoren, welche er PPAR-β und PPAR-γ nannte38. Bislang konnten drei 
PPAR-Subtypen identifiziert werden, nämlich PPAR α, β (auch als δ-Typ bezeichnet) und 
γ. Innerhalb ihrer DNA-Bindungsstelle zeigen die drei PPARs eine 80%ige 
Übereinstimmung ihrer Aminosäuresequenz, während die Aminosäuresequenz der 
Liganden-Bindungsstelle, anhand welcher die Einteilung in die einzelnen Subtypen erfolgt, 
nur zu 65% identisch ist37.  
 
1.2.2 Lokalisation und Funktion der PPARs 
 
1.2.2.1 PPAR-α 
Das Gen des humanen PPAR-α wurde auf Chromosom 22 lokalisiert151 und wird vor allem 
in der Leber und in Zellen mit hohem Fettsäurestoffwechsel wie Niere, Herz, Skelettmuskel 
und braunem Fettgewebe17,63 exprimiert. Seine Funktion liegt vor allem in der Kontrolle 
der Transkription von Enzymen, die an der β-Oxidation von Fettsäuren beteiligt sind38,93. 
Natürliche Liganden für PPAR-α sind langkettige, insbesondere mehrfach ungesättigte 
Fettsäuren78. Zu den Medikamenten, die über den PPAR-α Subtypus wirken, gehören die 
Fibrate, welche bei der Therapie der Hypertriglyceridämie eingesetzt werden. 
 
1.2.2.2 PPAR-β/δ 
Die Klonierung von PPAR-β cDNA erfolgte 1992 durch Schmidt146. Das zugehörige Gen 
konnte auf Chromosom 6p21 lokalisiert werden190. PPAR-β kommt in vielen 
unterschiedlichen Geweben vor, unter anderem im Gehirn, Fettgewebe, Haut, Niere, Herz 




durch ähnliche Liganden wie PPAR-α, konnten bislang nur wenige PPAR-β spezifische 
Zielgene identifiziert werden. So ist die Aktivierung von PPAR-β bei der Ubiquitinierung 
von Proteinen involviert95. Außerdem scheint PPAR-β eine Rolle bei der Proliferation und 
Differenzierung von Fettzellen zu spielen11,85. 
 
1.2.2.3 PPAR-γ 
PPAR-γ ist der am besten untersuchte nukleäre Hormonrezeptor. Das Gen für menschliches 
PPAR-γ wurde auf Chromosom 3p25 lokalisiert, ganz in der Nähe des Retinsäure-
Rezeptors RAR-β (3p24) und des Thyroid-Rezeptors TR-β (3p21)12,67. Bisher sind hunderte 
Zielgene für PPAR-γ bekannt, wovon die meisten an der Adipogenese21, dem 
Glukose-Stoffwechsel141 und der Angiogenese49 beteiligt sind. PPAR-γ wird auf mRNA-
Ebene in die drei Isoformen γ1, γ2 und γ3 unterteilt, welche durch alternatives Splicen aus 
dem gleichen Gen abgeleitet werden47. Er kommt hauptsächlich in Adipozyten, 
Hepatozyten, Kolonepithelzellen und Makrophagen vor, wobei es sich vor allem um die 
Subtypen γ1 und γ3 handelt. Lediglich Adipozyten exprimieren einen höheren Anteil von 
PPAR-γ2, welcher hier etwa 20% der Gesamtmenge an PPAR-γ ausmacht39. PPAR-γ wird 
sowohl von natürlich vorkommenden Liganden aktiviert, wie etwa 15-Desoxy-Delta-
(12,14)-Prostaglandin J2
53,100, als auch von synthetischen wie den Thiazolidindionen14 und 
bestimmten Nicht-steroidalen Antiphlogistika112. Auch von freien Fettsäuren ist bekannt, 
dass sie in der Lage sind, PPAR-γ zu aktivieren, wobei mehrfach ungesättigte Fettsäuren 
eine höhere Bindungsaffinität zu dem Rezeptor haben, als einfach ungesättigte oder 
gesättigte Fettsäuren64,101. Seit der Entwicklung spezieller synthetischer PPAR-γ Agonisten 
wie den Thiazolidindionen, häufen sich außerdem die Hinweise, dass PPAR-γ eine 








1.3 Der RXR-Rezeptor 
Auch die Familie der RXR umfasst drei unterschiedliche Subtypen, die ihrerseits wieder in 
zwei Isoformen vorliegen, nämlich RXR-α, RXR-β und RXR-γ. RXR wird in vielen 
Geweben exprimiert, wie Fettzellen90, Hepatozyten168,170, Niere188, Herzmuskel160 und 
Kolonmukosa91. Als natürlicher Ligand des RXR wurde 9-cis-Retinsäure ausgemacht77,113. 
Einige RXR zeigen eine gewisse Spezifität für bestimmte PPAR, die hauptsächlich auf eine 
stabilere Bindung innerhalb des Heterodimers beruht, prinzipiell ist jedoch jeder RXR in 
der Lage mit jedem PPAR zu interagieren89. 
 
1.4 Thiozolidindione 
Abb. 1.5: Strukturformel von Pioglitazon 
 
Thiazolidindionen (TZDs), zu denen unter anderem Pioglitazon (Actos®, siehe Abb. 1.5), 
Rosiglitazon (Avandia®) und Troglitazon (Rezulin®) gehören, werden klinisch als orale 
Antidiabetika beim nicht insulinabhängigem Typ-II-Diabetes eingesetzt55. Troglitazon, der 
erste Insulinsensitizer, wurde wegen schwerer Hepatotoxizität (bis hin zum Leberversagen) 
nicht in den Markt eingeführt. TZDs entfalten ihre Wirkung nicht über eine erhöhte 
Insulinsekretion aus dem Pankreas, wie etwa die Sulfonylharnstoffe, sondern senken die 
Blutglukosekonzentration über einer erhöhte Ansprechbarkeit peripherer Insulinrezeptoren, 
wirken also als so genannte Insulin-Sensitizer. TZDs zeigen eine hohe Affinität für den 
„peroxisome proliferator-activated receptor“ (PPAR)-γ (siehe 1.2.2.3). In den letzten Jahren 





sondern auch in der Lage sind, Zellzyklusarrest, Apoptose und die Differenzierung einiger 
menschlicher Karzinome zu induzieren. Im Laufe der Jahre konnte ein Zellwachstum-
hemmender Effekt auf Karzinome der Brust42, Prostata108, Lunge167, Magen145, Blase68 und 
Pankreas126 gezeigt werden. Diese Ergebnisse legen die Annahme nahe, dass die 
Aktivierung von PPAR-γ eine mögliche Rolle bei der Karzinom-Behandlung spielen kann. 
Neben diesen PPAR-γ abhängigen Effekten wurden für die Gruppe der TZDs auch PPAR-γ 
unabhängige Wirkungsweisen nachgewiesen169,180  
 
1.5 Der „TNF-related apoptosis-inducing ligand“ 
1995 und 1996 wurde von zwei unabhängigen Arbeitsgruppen ein Protein entdeckt, 
welches über eine starke Fähigkeit zur Induktion von Apoptose verfügte. Aufgrund seiner 
Ähnlichkeit zu anderen Angehörigen der TNF-Familie wurde es „TNF-related apoptosis-
inducing ligand“ (TRAIL), bzw. Fas/Apo-1 genannt139,183. Humanes TRAIL besteht aus 
281 Aminosäuren und wird als Typ-II Transmembranprotein exprimiert mit einer kurzen 
zytoplasmatischen N-terminalen Domäne und extrazellulär mit einer langen, C-terminalen 
Rezeptorbindungsdomäne. Die höchste Expressionsrate von TRAIL findet sich in Zellen 
des Immunsystems, wo es eine Rolle bei der zellulär-vermittelten Lyse von 
Virus-infizierten und tumorös veränderten Zellen spielt73,84,158. 
 
1.5.1 TRAIL-Rezeptoren 
Der erste TRAIL-Rezeptor (TRAIL-R1,„death-rezeptor 4“= DR4) wurde 1997 von Pan et 
al. entdeckt137. Noch im selben Jahr konnte ein weiterer Apoptose-induzierender Rezeptor 
für TRAIL (TRAIL-R2, auch Killer, TRICK2 und DR5 genannt) identifiziert 
werden148,153,174,184. Auf der zytoplasmatischen Seite besitzen beide Rezeptoren eine für 
Todesrezeptoren der TNF-Rezeptor Superfamilie typische Domäne, welche Todesdomäne 
(DD für engl. „death domain“) genannt wird. Diese Todesdomäne fehlt bei TRAIL-R3 
(LIT, DcR1), bzw. ist bei TRAIL-R4 (TRUNDD, DcR2) nur als verkürzter, funktionsloser 




gesunden Zellen und dienen dort in Form von so genannten „Decoy“-Rezeptoren (engl. = 
Schein-Rezeptoren) dem Schutz vor Apoptose31,33,122,134. Schließlich existiert noch ein 
fünfter TRAIL-Rezepor, auch Osteoprotegerin (OPG) genannt43. Letzterer ist der einzige 
lösliche TRAIL-Rezeptor und spielt eine wichtige Rolle bei der Differenzierung und 
Aktivierung von Osteoklasten44,157. 
 
Abb. 1.6: Schematische Darstellung der TRAIL-Rezeptoren R1-R4 
 
1.5.2 Die Funktion von TRAIL 
Die Aktivierung von Caspasen, einer Familie von Cystein-Proteasen, welche spezifisch 
hinter Aspartat-Resten spalten, spielt eine zentrale Rolle während der Apoptose165. Dabei 
werden zwei Hauptwege unterschieden: Beim intrinsischen Apoptoseweg kommt es durch 
eine Vielzahl von Stressoren, wie Bestrahlung oder Behandlung mit gentoxischen 
Substanzen, zu denen auch die Chemotherapeutika gehören, zu einer Instabilität der 
Mitochondrienmembran und infolge dessen zu einer Freisetzung von Cytochrom c und 
Smac in das Zytoplasma, wodurch die Initiator-Caspase 9 aktiviert wird65. Der zweite, 
extrinsische Weg wird direkt durch die Bindung von Liganden an so genannte 
„Todesrezeptoren“ vermittelt und beinhaltet die Aktivierung von Caspase 8 und 108. 
TRAIL wirkt vor allem über den extrinsischen Apoptoseweg. Die Bindung von TRAIL an 
die TRAIL-Rezeptoren 1 und 2 bewirkt eine Trimerisierung dreier Rezeptoren, und 




Komplex kann nun FADD binden, ein Adaptermolekül bestehend aus 208 Aminosäuren, 
welches seinerseits über eine DD verfügt (siehe Abb. 1.7). Mit Hilfe einer zweiten 
funktionellen Domäne, der „death effector domäin“ (DED) ist FADD in der Lage, 
Procaspase-8 und -10 zu binden, wodurch diese aktiviert werden25,159. Diese Aktivierung ist 
wesentliche Voraussetzung für die Transmission des apoptotischen Signals. Aktivierte 
Caspase-8 besitzt zwei wesentliche zelluläre Substrate, nämlich Caspase-3 und Bid, ein 
pro-apoptotisches Protein der Bcl-2 Familie. Durch Spaltung von Caspase-3 wird eine 
Caspase-Kaskade in Gang gesetzt, die letztendlich zur Apoptose der Zelle führt129. Die 
Spaltung von Bid andererseits stellt das Bindeglied zwischen dem Rezeptor-vermittelten, 
extrinsischen und dem Rezeptor-unabhängigen, intrinsischen Apoptoseweg dar115,118. 
Hierbei kommt es zu einer Aktivierung anderer pro-apoptotischer Enzyme der Bcl-2 
Familie wie Bax und Bad23,26. Diese Proteine kontrollieren die Freisetzung von Cytochrom 
c und Smac, und somit zusammen mit dem Adapterprotein Apaf1 die Aktivität von 
Caspase-9116. Auch dieser sogenannte intrinsische Apoptoseweg führt letztendlich zur 























Abb. 1.7: Schematische Darstellung des Signaltransduktionsweges der durch TRAIL vermittelten Apoptose, 







1.5.3 Die Rolle von TRAIL in der Therapie von Karzinomen 
Eine der herausragenden Eigenschaften von TRAIL ist seine Selektivität gegenüber 
Tumorzellen. Obwohl TRAIL und TRAIL-Rezeptoren auch auf normalen Zellen vorhanden 
sind182, führt die Aktivierung von TRAIL-R1/2 nur bei maligne transformierten Zellen zur 
Induktion von Apoptose, wohingegen gesunde Zellen unbeeinflusst bleiben154. Eine 
mögliche Erklärung für diese Selektivität gegenüber Tumorzellen könnte die erhöhte 
Expression der „Decoy“-Rezeptoren auf der Oberfläche von gesunden Zellen sein, welche 
mit TRAIL-R1 und –R2 um die Bindung von TRAIL konkurrieren, im Gegensatz zu diesen 
jedoch kein apoptotisches Signal vermittelt32,135,136,152. 
Aufgrund dieser Beobachtungen wuchs die Hoffnung, durch gezielte Induktion von 
Apoptose mittels Aktivierung von Todesrezeptoren eine zusätzliche Therapieoption bei der 
Behandlung von Krebsleiden in der Hand zu haben. Tatsächlich konnte in einigen in vivo 
Studien eine deutliche Tumorregression unter dem Einsatz von rekombinanten, löslichen 
TRAIL gezeigt werden9,175. In Karzinomen der Brust92, des Kolon59, beim Karposi-
Sarkom125 und beim hepatozellulären Karzinom56 konnte dieser antineoplastische Effekt 
durch die kombinierte Gabe von TRAIL mit anderen Chemotherapeutika, u.a. Doxorubicin, 
Etoposid und 5-Fluorouracil, noch erhöht werden. Dieses Phänomen wird auf eine durch 
DNA-Schädigung bedingte Hochregulation von TRAIL-R2 zurückgeführt96,181. Außerdem 
konnte durch Bestrahlung eine Sensitivierung gegenüber TRAIL-induzierter Apoptose bei 
humanen Lymphomzellen beobachtet werden13. 
Ob die Gabe von rekombinantem TRAIL tatsächlich eine wirksame Ergänzung zu 
bisherigen Chemotherapieschemata sein kann, wird zurzeit jedoch kontrovers diskutiert, da 






1.6 Zielsetzung dieser Arbeit 
Frühere Studien zeigten einen wachstumshemmenden Effekt von PPAR-γ Agonisten auf 
diverse Zelllinien, wobei diese Effekte Zelllinien-abhängig entweder über die Induktion 
von Apoptose, oder über die Modulation von am Zellzyklus beteiligten Enzymen erfolgten.  
Ziel dieser Arbeit ist es, die molekularen Mechanismen zu untersuchen, über die 
Pioglitazon das Wachstum der humanen Kolonkarzinom-Zelllinien HCT-116 und HT-29 
beeinflusst. Hierzu wurden die Zellen unter Standardbedingungen kultiviert und mit 
Pioglitazon inkubiert. Der Effekt auf das Zellwachstum wurde anschließend mittels MTT- 
und LDH-Assay dokumentiert. Da für Pioglitazon sowohl PPAR-γ abhängige, als auch 
unabhängige Wirkungen beschrieben worden sind, wurde die PPAR-γ Abhängigkeit von 
Pioglitazon auf die verwendeten Zelllinien mit Hilfe des selektiven PPAR-γ Antagonisten 
GW9662 überprüft. Desweiteren wurden Zellzyklus-Verteilungen und spezifische 
Apoptoseraten mittels durchflusszytometrischen Untersuchungen ermittelt. Anschließend 
wurden Western-Blot Analysen und zweidimensionale Gelelektrophoresen zur Detektion 
der an der Wachstumshemmung beteiligten Enzyme durchgeführt. Da für PPAR-γ 
Agonisten in einigen Zelllinien eine Sensitivierung gegenüber rezeptorvermittelter 
Apoptose nachgewiesen werden konnte, wurden das Wachstumsverhalten der genannten 







































Acetonitril Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Acrylamid (Rotiphorese Gel)  Roth, Karlsruhe, GER 
Acrylamid IEF Amersham Biosciences AB, Uppsala, SW 
Agar-Agar Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Agarose, low melting point Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Ampholyte pH 3-10 Serva Heidelberg, GER 
Ampholyte pH 4-7 Serva Heidelberg, GER 
Ampicillin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
APS (Ammoniumpersulfat)  Serva Heidelberg, GER 
Borsäure Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Bromphenolblau  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
BSA (bovines Serumalbumin)  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
CHAPS MP Biomedicals, Eschwege, GER 
DMSO (Dimethylsulfoxid)  Roth, Karlsruhe, GER 
DTT  Serva Heidelberg, GER 
EDTA  Roth, Karlsruhe, GER 
Essigsäure  Merck, Darmstadt, GER 
Ethanol  Riedel-de Haen, Seelze, GER 
Ethidiumbromid  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Formaldehyd  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Glucose  Serva Heidelberg, GER 
Glycerol  Merck, Darmstadt, GER 
Glycin  Riedel-de Haen, Seelze, GER 
H2O Bidest  Fresenius Kabi, Bad Homburg, GER 
Harnstoff Roth, Karlsruhe, GER 
HCl  Merck, Darmstadt, GER 
Iodacetamid Fluka Biochemica, Buchs, CH 
LB  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Mercaptoethanol  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Methanol  Merck, Darmstadt, GER 
Milchpulver  Roth, Karlsruhe, GER 
N,N’-Methylenbisacrylamid Amersham Biosciences AB, Uppsala, SW 
Natriumacetat  Merck, Darmstadt, GER 
Natriumcarbonat Riedel-de Haen, Seelze, GER 
Natriumchlorid  Riedel-de Haen, Seelze, GER 
Natriumdodecylsulfat (SDS)  Roth, Karlsruhe, GER 
Natriumfluorid  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Natriumorthovanadat  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 




Natriumthiosulfat-Pentahydrat Roth, Karlsruhe, GER 
Natronlauge  Merck, Darmstadt, GER 
ortho-Phosphorsäure Merck, Darmstadt, GER 
PMSF  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Propidium-Iodid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Silbernitrat Riedel-de Haen, Seelze, GER 
Slim Fast Sun Nutritional Inc. 
TEMED (N,N,N’,N’-
Tetramethylethylendiamin)  
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Thiazolylblau Roth, Karlsruhe, GER 
Trichloressigsäure Roth, Karlsruhe, GER 
Tris-Base Roth, Karlsruhe, GER 
Tris-HCl  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 




Pipetten (2ml, 5ml, 10ml, 25ml, 50ml) NUNC, Roskilde, DEN 
Pipettenspitzen (1µl, 200µl, 1000µl) Eppendorf, Hamburg, GER 
Eppendorfreaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg, GER 
Zellkulturflaschen 
(25cm3,75cm3,162cm3) 
Greiner Bio-one, Frickenhausen, GER 
6-well Platten NUNC, Roskilde, DEN 
12-well Platten NUNC, Roskilde, DEN 
24-well Platten NUNC, Roskilde, DEN 
96-well Platten NUNC, Roskilde, DEN 





HCT-116 und HT-29-Zellen: McCoy’s-Modified 5A-Medium 
 10% FCS 





HCT-116 si pdcd4: McCoy’s-Modified 5A-Medium 
 10% FCS 
 5% Gentamicin 
 0,4% Hygromycin B (50mg/ml) 
 
PBS (pH=7,4): 136mM NaCl 
 8,1mM Na2HPO4 
 2,7mM KCl 
 1,5mM KH2PO4 
 
Einfrierlösung: 45ml FBS 
5ml DMSO 
 
Puffer für Gesamtproteinextrakt: 1ml PBS 
1µl EDTA 0,5M 
10µl Phosphataseinhibitor (100fach konzentriert) 
20µl Na-Vanadat 100mM 
10µl PMSF 100mM 
25µl Na-Pyrophosphat 100mM 




PI-Färbepuffer: 38 mM Natriumcitrat, pH7,5 
 200µg/ml DNAse freie RNAse A 






PI-Färbepuffer: PBS (pH 7,4) 
 2µg/ml Propidium Iodid 
 1mM Glukose 
 
Western Blot 
Sammelgelpuffer pH 6,8:  0,5 M Tris-Base 
 0,4% SDS 
 
Sammelgellösung: 25ml Sammelgelpuffer 
 59ml H2O bidest 
 16ml Acrylamid (30% AA/0,8% BisAA) 
 
Trenngelpuffer pH 8,8: 1,5M Tris-Base 
 0,4% SDS 
 
 
4 x SDS Probenpuffer pH 6,8: 2g Tris-HCl 
 25mg Bromphenolblau 
 25ml H2O bidest 
 5ml 20% SDS 
 mit Glycerol auf 45ml auffüllen 
 
Laufpuffer (10fach konzentriert): 250mM Tris-Base 
 1,92M Glycin 
 1% SDS 
 





10x TBS: 1,5M NaCl 
 0,1M Tris-Base pH 7,5 
 ad 1l Aqua bidest 
 
TBST: 100ml 10x TBS 
 1ml Triton-X-100 
 ad 1l Aqua bidest 
 
Trockenmilch-Blockpuffer: 7% Trockenmilch 
 50ml TBST 
 
Strip-Puffer 5ml 1M Glycin 
 500µl 1M HCl 
 45ml Aqua bidest 
Gelzusammensetzung (Ansatz für 2 Gele) 
Sammelgel: 4ml Sammelgellösung 
 6µl TEMED 
 12µl 10% APS 
 
Trenngel: 
 10%iges Gel 12,5%iges Gel 15%iges Gel 
Trenngelpuffer 2,5ml 2,5ml 2,5ml 
H2O bidest 3,67ml 3,0ml 2,0ml 
Acrylamidlösung (30%/0,8%) 3,33ml 4,0ml 5,0ml 
Glycerol 0,5ml 0,5ml 0,5ml 
TEMED 6µl 6µl 6µl 
10% APS 12µl 12µl 12µl 






Name Hersteller Verdünnung Name Verdünnung 
Aktin-HRP Santa Cruz 1:3000 entfällt 
Caspase 10 Cell Signaling 1:1000 Anti-rabbit IgG 1:10000 
Caspase 3 Santa Cruz 1:200 Anti-rabbit IgG 1:10000 
cdc2p34 Cell Signaling 1:1000 Anti-rabbit IgG 1:10000 
CDK4 Cell Signaling 1:2000 Anti-mouse IgG 1:10000 
Cyclin D3 Cell Signaling 1:2000 Anti-mouse IgG 1:10000 
Cytokeratin 19 Santa Cruz 1:500 Anti-mouse IgG 1:10000 
p21cip1/waf1  Santa Cruz 1:200 Anti-mouse IgG 1:10000 
p53 Cell Signaling 1:1000 Anti-rabbit IgG 1:10000 
pdcd4  1:500 Anti-rabbit IgG 1:10000 
PPAR-γ H100 Santa Cruz 1:1000 Anti-rabbit IgG 1:10000 
pTyrosin-HRP Sigma 1:2000 entfällt 
Tab. 2.2: Übersicht über die verwendeten Erst- und Zweitantikörper 
Der HRP-gekoppelte anti-rabbit Zweitantikörper und der HRP-gekoppelte anti-mouse 
Zweitantikörper stammen von der Firma Cell Signaling (New England Biolabs, Hitchin, 
UK). Der HRP-gekoppelte anti-chicken Zweitantikörper wurde von Jackson 
ImmunolResearch Lab. (Soham, UK) geliefert. Der pdcd4-Antikörper wurde von Peptide 











Isoelektrische Fokkusierung (1. Dimension) 
IEF-Acrylamid-Stammlösung:  28,4% (w/v) Acrylamid 
1,6% (w/v) N,N’-Methylenbisacrylamid 
 
Gelüberschichtung: 6,5M Harnstoff 
 
Probenüberschichtung pH 4-7: 7M Harnstoff 
0,8% Ampholyte pH 4-7 
0,2% Ampholyte pH 3-10 
 
Probenüberschichtung pH 3-10: 7M Harnstoff 
1% Ampholyte pH 3-10 
 
Lysispuffer pH 4-7: 9,5M Harnstoff 
2% (w/v) CHAPS 
10mM DTT 
4% 40%ige Ampholyte pH 4-7   
1% 40%ige Ampholyte pH 3-10 
 
Lysispuffer pH 3-10:  9,5M Harnstoff 
2% (w/v) CHAPS 
10mM DTT 
5% 40%ige Ampholyte pH 3-10 
 













Gelzusammensetzung 1. Dimension: 
Für 4 Gele:  1,87g Harnstoff 
 550µl IEF-Acrylamid-Stammlösung 
 412,5 µl 20% CHAPS 
 1,375 ml H2O bidest 
 2µl TEMED 
 30µl 10% APS 
 
 pH 4-7:   + 412,5 µl Ampholyte 4-7 
    + 104,5µl Ampholyte 3-10 
 pH 3-10: + 517µl Ampholyte 3-10 
 
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (2. Dimension) 
Laufpuffer (5fach konzentriert): 25mM Tris-HCl 
 400mM Glycin 
 0,1% SDS 
 ad 1l H2O bidest 
 
Gelzusammensetzung 2. Dimension 
Sammelgel (Ansatz für 2 Gele): 2,8ml 1 M Tris-HCl pH 6,8 
 2,2ml 30% Acrylamid 




 80µl 10% SDS 
 40µl TEMED 














Tab. 2.3: Trenngel-Zusammensetzung für die zweite Dimension 
 
Silberfärbung 
Fixierer: 30% Ethanol 
 10% Essigsäure 
 60% H2O bidest 
 
Na-Thiosulfatlösung: 0,2% Na-Thiosulfat  
 0,1M Na-Acetatpuffer 
30% Ethanol 
70% H2O bidest 
 
 
Ansatz für 2 Gele 12,5%iges Gel 15%iges Gel 
1 M Tris-HCl pH 8,8 20 ml 20 ml 
Acrylamidlösung 
(30/0,8) 
20 ml 25 ml 
H2O bidest 10 ml 5 ml 
10% SDS 400 µl 400 µl 
TEMED 50 µl 50 µl 




Silbernitratlösung: 0,1% Silbernitrat 
 0,025% Formaldehyd in 
 H2O bidest 
 
Entwickler: 2,5% Natriumcarbonat 
 0,05% Formaldehyd in 
 H2O bidest 
 
Coomassie-Färbung  
Fixierer: 79% H2O bidest 
 20% Methanol 
 1% 85%ige ortho-Phosphorsäure 
 
Färbelösung: 60% H2O bidest 
 20% Methanol 
 20% 5fach konzentrierte koll. Coomassielösung 
 
Waschlösung: 75% H2O bidest 
 25% Methanol 
Phosphoprotein-Färbung 
Fixierer: 50% Methanol 
 10% Trichloressigsäure 
 40% H2O bidest 
 
Entfärber: 20% Acetonitril 
 5% 1M Natriumacetat pH4,0 





Zweidimensionaler Western Blot 
Transferpuffer 10x (Semidry-Blot): 1,92M Glycin 
 250mM Tris-Base pH 8,2 
 ad 1l Aqua bidest 
 
Transferpuffer 1x (Semidry-Blot): 100ml 10x Transferpuffer 
 200ml Methanol 
 ad 1l Aqua bidest 
 
Molekularbiologische Methoden 





 ad 1l Aqua bidest 
 
LB-Medium: 10g Bactotrypton 
5g Hefeextrakt 
10g NaCl 
ad 1l Aqua bidest 
pH 7,5 
 
TBE-Puffer: Rotiphorese 10x TBE (Roth, Karlsruhe, GER) 
 
Agarose-Gel: 0,5g Agarose in 50ml 1x TBE 
1,5min in Mikrowelle kochen, abkühlen 

































3.1 Kultivierung der Zellen 
3.1.1  Zelllinien 
3.1.1.1 HCT-116 Zelllinie 
Hierbei handelt es sich um eine adhärent wachsende, humane Kolonkarzinomzelllinie eines 
erwachsenen Mannes. Die Kultur erfolgte wie unter 3.1.2 beschrieben. 
3.1.1.2 HT-29 Zelllinie 
Bei dieser Zelllinie handelt es sich um adhärent wachsende, humane Kolonkarzinomzellen. 
Sie wurden 1964 aus dem Primärtumor einer 44-jährigen Frau mit Kolon-Adenokarzinom 
isoliert. Der Primärtumor entsprach einem gut differenzierten (Grad I) Tumor. Die Kultur 
erfolgte wie unter 3.1.2 beschrieben. 
 
3.1.2 Kulturbedingungen 
Die Kultur der Zelllinien erfolgte bei 37°C und 5% CO2 bei wasserdampfgesättigter 
Atmosphäre in Inkubatoren (Heraeus, Hanau, GER). Als Standardmedium wurde sowohl 
für die HCT-116-, als auch für die HT-29-Zelllinie McCoy’s 5A Medium (Invitrogen, 
Carlsbad, USA) mit 2,5% Gentamycin (PAA Laboratories, Linz, CH) und 10% fötalem 
Kälberserum (PAA, Pasching, GER) versetzt. Das frisch angesetzte Nährmedium wurde 
maximal 21 Tage bei 4°C aufbewahrt. Für die Kultur der pdcd4-, bzw. Mock-transfizierten 
HCT-116 Kolonkarzinom Zellen wurde dem Standardmedium zusätzlich 800µg/ml 
Gentamicin hinzugefügt. Die Handhabung der Zellen erfolgte unter einer sterilen 
Arbeitsbank (Heraeus, Hanau, GER), mit sterilen Lösungen und sterilem Arbeitsmaterial. 





3.1.3 Kryokonservierung der Zellen 
Um jederzeit auf ausreichend Zellen zurückgreifen zu können, bzw. um sie über einen 
längeren Zeitraum aufzubewahren, wurden Zellen in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die 
Zellen können so über Jahre konserviert werden, ohne dass ihre Lebensfähigkeit 
beeinträchtigt wird. Hierzu wurden die Zellen wie unter 3.5.1 beschrieben mit Trypsin 
gelöst und durch 3minütiges Zentrifugieren bei 1200rpm ein Zellpellet gewonnen. Dieses 
wurde dann in FCS mit 5% DMSO resuspendiert und jeweils 1ml hiervon in 
Einfrierröhrchen gefüllt. Der hohe Serumgehalt sorgt dafür, dass die Proteinkonzentration 
intra- und extrazellulär gleich bleibt, auch wenn DMSO die Membran permeabel macht. 
Durch das lipophile DMSO wird die Bildung von Eiskristallen verhindert, welche die 
Zellmembran zerstören würden. Das Einfrieren der Röhrchen erfolgte in einem speziellen 
Einfrierbehältnis (Stratacooler, Stratagen, La Jolla, USA), das das langsame, 
kontinuierliche Abkühlen der Zellen um 1°C pro Minute bis -80°C gewährleistet. Die 
Langzeitaufbewahrung der Zellen erfolgte anschließend bei -180°C in flüssigem Stickstoff.  
 
3.1.4 Auftauen der Zellen 
Zum Auftauen der Zellen wurden diese aus dem flüssigen Stickstoff entnommen und ca. 
2min bei 37°C im Wasserbad erwärmt. Da das im Einfriermedium enthaltene DMSO bei 
Temperaturen über 10°C zelltoxisch ist, musste die Zellsuspension möglichst schnell mit 
frischem Medium verdünnt und in eine Zellkulturflasche überführt werden. Um die 
abgestorbenen Zellen zu entfernen wurde das Medium nach 24h gewechselt. Die weitere 
Behandlung der Zellen erfolgte wie unter 3.1.2 beschrieben. 
 
3.1.5 Passagieren der Zellen 
Um eine möglichst konstante, semikonfluente Zelldichte über die Zeit zu gewährleisten, 
wurden die Zellen abhängig von der Zelllinie 2-3mal in der Woche bei ca. 80%iger 




Zellen mit 2-5ml Trypsin (PAA, Pasching, GER) ca. 2min bei 37°C im Brutschrank 
inkubiert. Anschließend wurden die Zellen in der Flasche suspendiert, um Zellklumpen zu 
vermeiden. Die Zellsuspension wurde dann in ein 15ml Falconröhrchen überführt und die 
Trypsinsuspension zum Schutz der Zellen mit Kulturmedium verdünnt. Das Zentrifugieren 
der Zellen erfolgte in einer Tischzentifuge (Herolab, Wiesloch, GER) für 3min bei 
1200rpm. Danach wurde der Überstand abgesaugt, das Zellpellet je nach gewünschter 
Dichte mit Standardmedium 1:6 – 1:10 resuspendiert und ca. 1ml davon in eine mit 
Kulturmedium gefüllte Zellkulturflasche gegeben. 
Bei Experimenten, die eine gleichmäßige Zelldichte in verschiedenen Gefäßen 
voraussetzten, wurden zunächst 50ml Stamm-Zellsuspension hergestellt, aus welcher dann 
die Gefäße mit den gleichen Volumina befüllt wurden. Für die unterschiedlichen 
Kulturgefäße wurden folgende Volumina verwendet: 
24-well Platte 1ml 
12-well Platte 1,5ml 
6-well Platte 2ml 
10er Petrischale 10ml 
kleine Flasche 7ml 
mittlere Flasche 13ml 
große Flasche 25ml 
 
3.2 Proliferationsanalysen 
Zur Bestimmung des Zellwachstums kamen zwei unterschiedliche Techniken zum Einsatz. 
Nach Inkubation der Zellen mit unterschiedlichen Medikamenten wurde die Anzahl der 
überlebenden Zellen mit Hilfe des MTT-Assays ermittelt (siehe 3.2.1). Die Untersuchung 
der während der Inkubation abgestorbenen Zellen erfolgte indirekt durch Detektion der 






Der MTT-Assay dient der Bestimmung des Zellwachstums bei Einwirkung 
unterschiedlicher Noxen.  
MTT - 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid - ist ein gelbes 
Tetrazoliumsalz welches durch mitochondriale Dehydrogenasen in metabolisch aktiven 
Zellen in blau-violette Formazan-Kristalle überführt wird. Je mehr Mitochondrien 
vorhanden sind, desto mehr MTT wird zu Formazan umgewandelt. Auf diese Weise ist eine 
schnelle quantitative Bestimmung der Anzahl und der Aktivität verschiedener Zellen 
möglich. Außerdem lässt sich so eine orientierende Aussage über den Effekt von Noxen auf 
die Zellen machen. 
Zur Bestimmung der Proliferationsbeeinflussung der verwendeten Zelllinien, wurden die 
Zellen über 24h, 48h und 72h mit unteschiedlichen Medikamenten in 24 Well-Platten 
inkubiert. Anschließend wurden zur Bestimmung der Vitalität der Zellen 20µl MTT-
Lösung/Well zu den Zellen gegeben. Die MTT-Lösung wurde aus 5mg/ml MTT (Sigma, 
St. Luis, USA) in PBS angesetzt. 
Nach zwei Stunden wurden die Zellüberstände abgesaugt. Da die Formazan-Kristalle 
schlecht wasserlöslich sind, wurden sie vor der photometrischen Bestimmung für 20min in 
200µl DMSO/Well gelöst. Die Bestimmung erfolgte photometrisch in 96 Loch-Platten bei 
570nm. Da die Reduktion von MTT nur in metabolisch aktiven Zellen stattfinden kann, ist 
die im Photometer gemessene Absorption proportional zur Vitalität der Zellen. Die 
Ergebnisse werden sowohl als gemessene Extinktion, als auch durch den prozentualen 
Anteil vitaler behandelter Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle dargestellt, 
welche sich wie folgt berechnen lässt: 
 























Abb. 3.1: Bestimmung des Wachstumsverhaltens von HCT-116 und HT-29 Zellen mittels MTT-Assay. Die 
Abbildung zeigt Mittelwerte aus mindestens drei voneinander unabhängigen Versuchen +/- SD 
 
3.2.2 LDH-Assay 
Die Lactatdehydrogenase ist ein in vielen Geweben vorkommendes Enzym, welches die 
Reaktion von Pyruvat zu Lactat katalysiert. Beim Untergang von Zellen wird die LDH in 
das Kulturmedium abgegeben und lässt auf diese Weise Rückschlüsse auf das Ausmaß des 
Zelluntergangs zu. Die Aktivität der LDH wurde mit Hilfe des Xyto Tox 96 Non-
Radioactive Cytotoxity Assay (Promega, Madison, USA) ermittelt. In einer 96-well Platte 
wurden hierfür 50µl des Zellkulturüberstandes mit 50µl Substratlösung vermischt und 
30min lichtgeschützt inkubiert. Durch Zugabe von 50µl Stopplösung wurde die Reaktion 
beendet und die Absorption bei 570nm gemessen. Dabei ist die Höhe der Absorption 
proportional zur LDH-Freisetzung aus den Zellen und damit der Zellschädigung. Die 





















Abb. 3.2: Bestimmung der Laktatdehydrogenase-Aktivität in den Mediumüberständen von HCT-116 und 
HT-29 Zellen mittels LDH-Assay. Die Abbildung zeigt Mittelwerte aus mindestens drei von einander 
unabhängigen Versuchen +/- SD 
 
3.3 Wachstumsanalysen in Anwesenheit des PPAR-γ 
Antagonisten GW9662 
Um die Mechanismen zu ergründen, über die Pioglitazon seinen antiproliferativen Effekt 
auf humane Kolonkarzinomzellen ausübt, wurden die Zellkulturen mit spezifischen 
Antagonisten behandelt, die die entsprechenden Funktionen hemmen. Hierfür wurden die 
Zellkulturen –wenn nicht anderweitig beschrieben- 24h Stunden vor Versuchsbeginn 
ausplattiert. Je nach Dauer des Versuchs geschah dies mit 40-60%iger Konfluenz. 
Unmittelbar vor dem Start des Experiments wurde ein Mediumwechsel durchgeführt. Da 
die Inhibitoren in DMSO gelöst waren, enthielt das Medium der Kontrollzellreihe einen 
DMSO- Zusatz in der entsprechenden Konzentration der Versuchsreihe. 
Mit Hilfe des PPAR-γ- Antagonisten GW9662 (Alexis Biochemicals, San Diego, USA) 




Proteinexpression PPAR-γ vermittelt oder von diesem Transkriptionsfaktor unabhängig 
sind. Eine Stunde vor Versuchsbeginn wurden die Zellen mit 2µM GW9662 vorinkubiert. 
Nach Zugabe von 40µM Pioglitazon erfolgte die Analyse der Zellproliferation mit Hilfe 
von MTT- und LDH-Assay. Für Analysen mittels Western-Blot wurden Zelllysate 
hergestellt. 
 
3.4 Durchflusszytometrische Analysen 
3.4.1 Bestimmung der Zellzyklusverteilung 
Propidiumiodid (PI) ist ein in die DNA interkalierender Farbstoff. Wird PI im Überschuss 
zu der Probe gegeben, besteht ein linearer Zusammenhang zwischen dem DNA-Gehalt der 
Zelle und der Fluoreszenzintensität. Durch Messung im Fluoreszenzkanal kann auf den 
DNA Gehalt der Zelle und somit auf die Verteilung im Zellzyklus geschlossen werden. 
Voraussetzung hierbei ist die Beseitigung der zellulären RNA, da PI auch diese anfärbt. Die 
Zellzyklus-Analysen wurden mit einem Durchflusszytometer (Becton–Dickinson, San Jose, 
CA) nach allgemein geltendem Standard durchgeführt und die erhaltenen Daten mit der 
Software CellQuest ausgewertet.  
 
3.4.1.1 Ernten und Fixieren der Zellen 
Für die Zellzyklus-Untersuchungen wurden HCT-116 Zellen über 24, 48 und 72 Stunden 
mit 40µM Pioglitazon inkubiert. Anschließend wurden die Überstände abgesaugt, und die 
Zellen mit einem sterilen Zellschaber in ein 10ml Falconröhrchen überführt. Die Zellen 
wurden einmal mit 1ml PBS gewaschen und bei 2500rpm zentrifugiert. Der Überstand 
wurde wieder abgesaugt und die Zellen durch tropfenweises Zugeben von eiskaltem 
70%igem Ethanol bei ständigem Vortexen fixiert. Nach dem Fixieren wurden die 






3.4.1.2 RNase Verdau und Propidiumiodid-Färbung 
Die durch Ethanol fixierten und permeabilisierten Zellen wurden bei 4°C eine Nacht 
gelagert und dann bei 1400rpm 5min zentrifugiert. Nach Abnahme des Überstandes wurden 
die Zellen mit 2ml PBS resuspendiert und nochmals bei 1400U/min zentrifugiert. Nach 
Absaugen der Überstände erfolgte die RNAse-Behandlung durch Zugabe von DNase-freier 
RNase mit einer Endkonzentration von 1µg/ml (Roche, Basel, CH). Nach erneutem 
Vortexen wurden die Proben bei 37°C 30min inkubiert. Anschließend erfolgte die 
Propidiumiodid-Färbung durch Zugabe von 1ml Waschpuffer und 50µg/ml 
Propidiumiodid. Die Proben wurden 30min lichtgeschützt bei Raumtemperatur inkubiert 
und anschließend gemessen. 
 
3.4.1.3 Messung der Zellzyklusverteilung mittels Durchflusszytometer 
Die Messung der Proben wurde im FL-2-Kanal (detektierter Wellenlängenbereich: 564-606 
nm, Rot) des FACS vorgenommen. Die Parameter wurden in einem Akquisitions-Fenster, 
das FL-2-W (engl. width) gegen FL-2-A (engl. area) zeigte, so eingestellt, dass die 
Zellansammlung, die der G1-Phase entspricht, bei beiden Achsen etwa bei dem Wert von 
30 Fluoreszenz-Einheiten zu liegen kam (siehe Abbildung 3.3). Dieses Vorgehen führt 
dazu, dass die Zellansammlung, die die Zellen in der G2/M-Phase umfasst, im Bereich des 
FL-2-A-Werts von 60, also der doppelten Fluoreszenz-Intensität, zu finden ist, da diese 
Fluoreszenz dem doppelten Chromosomensatz entspricht. Bei diesen Messungen wurden 
stets 20.000 Zellen aufgenommen. Nach der Messung wurden die Daten in einem 














Abb. 3.3: Beispiel einer durchflusszytometrischen Bestimmung der Zellzyklusphasen von HCT-116 Zellen 
 
3.4.2 Bestimmung der spezifischen Apoptose 
Für die Bestimmung der spezifischen Apoptose wurden HCT-116 Zellen über 24, 48 und 
72 Stunden mit 40µM Pioglitazon in 10cm Petrischalen inkubiert. Anschließend wurden 
die subkonfluenten Zellen inklusive ihrer Überstände geerntet und 2min bei 2500rpm 
abzentrifugiert. Die Zellen wurden einmal mit 1ml PBS gewaschen und erneut 2min bei 
2500rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und in einer Lösung bestehend aus 
PBS (pH 7,4) 1mM Glukose und 2µg/ml Propidiumiodid resuspendiert. Die Auswertung 






3.5 Proteinchemische Methoden 
3.5.1 Ernten der Zellen und Herstellung von 
Gesamtproteinextrakten 
Für die Analyse von Proteinen im Western Blot oder mittels zweidimensionaler 
Gelelektrophorese wurden Gesamtproteinextrakte hergestellt. Hierzu wurden zunächst das 
Kulturmedium entfernt, die Zellkulturen mit einem sterilen Zellschaber aus der 
Kulturschale abgelöst und zweimal mit PBS gewaschen. Jedem Waschschritt folgte ein 
Zentrifugieren für 3min bei 1200rpm. Zuletzt wurde das so gewonnene Zellpellet in 100-
500µl Extraktpuffer resuspendiert. Die Lyse der Zellen, und somit die Freisetzung 
intrazellulärer Proteine erfolgte mit Hilfe eines Labsonic Ultraschallgerätes (B. Braun, 
Melsungen, GER) mit 6 x 0,5sec. 
 
3.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration in Zelllysaten 
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von Zelllysaten wurde der BioRad-Protein-
Assay (BioRad, München, GER) angewendet. Zur Bestimmung der Proteinkonzentration 
wurde die Protein-Assay-Lösung 1:5 verdünnt, 200µl davon wurden in einer 96 Lochplatte 
mit 1µl der Proteinprobe gemischt und die Absorption bei 570nm im Photometer (MRX 
Microplate Reader, Dynatech Laboratories Limited, West Sussex, GB) gemessen. Zur 
Bestimmung der Proteinkonzentration wurde ein BSA-Standard (Sigma, St. Luis, USA) in 
den Konzentrationen 1µg/µl, 2µg/µl und 4µg/µl zur Erstellung einer Eichkurve 
mitgemessen. 
 
3.5.3 Zweidimensionale Gelelektrophorese 
Mit der zweidimensionalen Gelelektrophorese werden Proteine nicht nur nach ihrem 
Molekulargewicht aufgetrennt, sondern zusätzlich in einem vorgeschalteten Schritt nach 




Auftrennung von Zelllysaten in einzelne Proteinpunkte. Im folgenden Abschnitt wird zuerst 
die Auftrennung der Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt, anschließend die nach 
ihrem Molekulargewicht beschrieben. 
 
3.5.3.1 Isoelektrische Fokussierung 
Während der isoelektrischen Fokussierung (1. Dimension) werden die Proteine aufgrund 
ihrer Nettoladung aufgetrennt. Dabei wandern die Proteine im elektrischen Feld entlang 
eines pH-Gradienten solange, bis ihre Nettoladung null entspricht. Dieser Punkt wird als 
isoelektrischer Punkt bezeichnet und ist für jedes Protein charakteristisch. 
Für die isoelektrische Fokussierung (IEF) wurde das V20-CAP Capillary Gel 
Elektrophorese System von SCIE-PLAS (Southam, GB) verwendet. Die IEF erfolgt in 
Glaskapillaren von 16cm Länge und einem inneren Durchmesser von 0,3cm. Die 
Auftrennung der Proteine richtete sich nach dem pH-Gradienten der Röhrchengele und 
erfolgte entweder in einem pH-Bereich zwischen 4 und 7, bzw. zwischen 3 und 10. Nach 
dem Auftragen der Proben auf die Kapillargele wurden diese mit 20µl 
Probenüberschichtung überschichtet und mit 0,02M Natronlauge als Kathodenpuffer 
bedeckt. Der Anodenpuffer bestand aus 0,01M ortho-Phosphosäure. 
Die Fokussierung erfolgte zunächst 30min bei 200V, dann für 18,5h bei 500V, 1h bei 800V 
und zuletzt 1,5h bei 1000V jeweils bei 4°C. Zur Kontrolle der isoelektrischen Auftrennung 
wurden 5µl IEF-Standard pI 4,45 – 9,6 (BioRad, Hercules, USA) mit der Probe mitgeführt. 
Nach der Fokussierung wurden die Gele mit einer 10ml Einwegspritze aus den Kapillaren 
gelöst und jeweils 20min in Equilibrierungspuffer I und II bei 37°C inkubiert. 
 
3.5.3.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Nach der isoelektrischen Fokussierung erfolgte in der 2. Dimension die Auftrennung der 
Proteine nach ihrem Molekulargewicht in einem V20-CDC Vertical Gel Elektophorese 
System von SCIE-PLAS (Southam, UK). Dazu wurde das Kapillargel der 1. Dimension auf 




Agarose fixiert. Um den Proteinen die korrekte Größe zuordnen zu können, wurde ein 
Prestained Protein Marker (New England BioLabs, Beverly, USA) mitgeführt. Die 




Die Silbernitratfärbung ist eine sehr empfindliche Methode zur Detektion von Proteinen. 
Bei dieser Methode bilden die positiv geladenen Silberionen Komplexe mit den Glutamat-, 
Aspartat- und Cystein-Resten von Proteinen. Durch die Reduktion der Silberionen zu 
elementarem Silber mittels Formaldehyd und Natriumcarbonat entsteht die 
charakteristische Schwarz- bzw. Braunfärbung.  
Nach der zweidimensionalen Gelelektrophorese oder Western-Blot wurden die Gele mit 
Fixierer behandelt und über Nacht in 0,2% Na-Thiosulfatlösung inkubiert. Anschließend 
wurden die Gele dreimal für jeweils 10min mit Aqua bidest gewaschen und für weitere 
25min mit 0,1% Silbernitratlösung behandelt. Vor dem Entwickeln wurden die Gele 
nochmals ca. 30s mit Aqua bidest und zweimal mit 50ml Entwickler gewaschen. Durch die 
Zugabe von 100ml Entwicklerlösung wurde das elementare Silber ausgefällt und die 
Reaktion bei der gewünschten Braunfärbung der Gele mit 10ml 10%iger Essigsäure 
gestoppt. Alle Lösungen wurden frisch angesetzt, die Trocknung der Gele erfolgte nach 
Behandlung mit Gelfixlösung in einem Bio-Rad Gel-Dryer Model 543 (BioRad, Hercules, 
USA) bei 60°C für 1,5h. 
 
3.5.3.4 Färbung mit kolloidalem Coomassie Blau 
Die Coomassie-Färbung ist eine reversible, nicht-denaturierende Färbung von Proteinen mit 
einer Sensitivität von <30ng. Diese Färbung bietet sich vor allem an für die Detektion von 
Proteinen, die anschließend per MALDI-TOF MS Fingerprint-Analyse identifiziert werden 
sollen. Hierzu wurden die Gele nach der zweidimensionalen Gelelektrophorese wie unter 




Färbung der Proteine erfolgte mit kolloidaler Coomassie-Färbung Roti-Blue® (Roth, 
Karlsruhe, GER) über Nacht. Um ausgefallene Farbstoffkomplexe von den Gelen zu 
entfernen, wurden diese in eine saubere Schale überführt und 5min mit Waschlösung 
behandelt. Die gefärbten Proteinspots konnten so auf einem Leuchttisch (Rex, Erlangen, 




Die Phosphoprotein-Färbung ist eine Methode zur selektiven Färbung von 
Phosphoproteinen in Polyacrylamidgelen. Dabei werden Phosphatreste an Tyrosin-, Serin- 
oder Threoninresten durch Fluoreszenz sichtbar gemacht. Die Sensitivität der 
Phosphoprotein-Färbung ist abhängig vom Phosphorylierungsgrad des zu untersuchenden 
Proteins und liegt bei 1-16ng. Aus diesem Grund ist sie vor allem für die Untersuchung von 
Signaltransduktionswegen und posttranslationaler Modifikation geeignet.  
Die Gele wurden nach der zweidimensionalen Gelelektrophorese oder Western-Blot für 
60min und über Nacht mit 125ml Fixierer behandelt, um das SDS auszuwaschen. 
Anschließend folgten 4 Waschschritte a 15min mit 250ml Aqua bidest. Für die 
Phosphoprotein-Färbung wurden die Gele mit 125ml Pro-Q-Diamond® Phosphoprotein 
Gel Stain (Invitrogen, Paisley, UK) für ca. 2h im Dunkeln inkubiert. Um die unspezifischen 
Signale zu minimieren, wurden die Gele 3 x 30min mit Entfärbelösung im Dunkeln 
behandelt und anschließend noch einmal kurz mit 250ml Aqua bidest gewaschen. Die 
Detektion des Fluoreszens-Signals erfolgte bei einer Wellenlänge von 330nm mit einem 
Fluoreszenztransilluminator (MWG-Biotech, Mendenhall, USA). 
 
3.5.3.6 In-Gel-Verdau von Proteinen 
Nach der Färbung mit kolloidalem Coomassie-Blue (Roth, Karsruhe, GER) wurden 
Proteinspots, die mit Hilfe der MALDI-TOF Peptid-Fingerprint-Analyse identifiziert 




Cups überführt. Um Aggregationen und intermolekulare Interaktionen auszuschließen, 
wurden die Proteine im Folgenden reduziert und alkyliert. Zunächst wurden die 
Gelstückchen mit 100µl Aqua bidest und anschließend mit 100µl 25mM 
Ammoniumhydrogencarbonat (NH4HCO3) für jeweils 30min bei 37°C gewaschen. 
Anschließend wurden die Proben 2 x 30min mit 100µl 25mM NH4HCO3 in 50%igem 
Acetonitril bei 37°C inkubiert. Danach wurde der Vorgang noch einmal mit 100µl 
100%igem Acetonitril für 10min wiederholt bei ebenfalls 37°C. Der Überstand wurde 
jeweils verworfen. Anschließend wurden die Gelstückchen für 5min an der Luft getrocknet. 
Die Reduktion der Proteinproben erfolgte durch Überschichtung der Gelstückchen mit 
10mM DTT in 25mM NH4HCO3 für 1h bei 56°C. Danach wurden die Proben auf Eis 
gestellt, der Überstand wurde erneut verworfen. Anschließend wurden die Proteinproben in 
den Gelstückchen zunächst mit 25mM Iodacetamid in 25mM NH4HCO3 für 30min, dann 
mit 10mM DTT in 25mM NH4HCO3 für 10min jeweils bei 37°C und im Dunkeln inkubiert. 
Darauf folgte ein erneutes Waschen mit 100µl 50%igem Acetonitril in 25mM NH4HCO3 
für 30min, und ein Schrumpfen der Gelstückchen mit 100µl 100% Acetonitril jeweils bei 
37°C. Vor dem tryptischen Verdau wurden die Proteinproben erneut für 5min bei RT 
getrocknet. 
Der eigentliche In-Gel-Verdau erfolgte mit 125ng eiskaltem Trypsin (Promega V5111, Seq. 
Grade Modified) in 200µl NH4HCO3. Hierzu wurden die Proteinproben zunächst für 15min 
auf Eis gestellt und dann über Nacht bei 37°C inkubiert. Die Trypsinlösung wurde 
verworfen und durch 20µl des gleichen Puffers ohne Trypsin ersetzt. Durch ein Loch im 
Boden des 200µl PCR-Cups konnte der Überstand durch Zentrifugieren bei 2500rpm für 
2min in einem 1,5ml Eppendorf-Cup aufgefangen werden. Zur weiteren Extraktion der 
Proteinfragmente aus den Gelstückchen wurden die Proben abwechselnd mit 20µl 1%ige 
Triflouressigsäure für 30min bei 37°C behandelt und anschließend bei 2500rpm für 2min 
zentrifugiert. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt, der Überstand wurde gepoolt. 
Zuletzt wurden die extrahierten Proteine in einer Vakuumzentrifuge ca. 2h eingetrocknet 




3.5.3.7 MALDI-TOF MS Peptid-Fingerprint-Analyse 
Die durch den tryptischen In-Gel-Verdau entstandenen Proteinfragmente wurden mit Hilfe 
der MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation Time-Of-Flight Mass 
Spectrometry) Analyse bestimmt. Bei dieser Methode werden die Peptide in Kristalle von 
UV-absorbierenden Molekülen eingebaut, wobei sie durch Protonentransfer positiv 
aufgeladen werden. Die Peptid/Kristall-Komplexe (Matrix) werden dann im Vakuum mit 
einem UV-Laser bestrahlt, wodurch die Peptidionen freigesetzt werden. Dieses Gas von 
positiv geladenen Proteinionen wird durch ein elektrisches Feld in Richtung eines 
Detektors beschleunigt, welcher die Zeit misst, in der die Ionen die Strecke zwischen der 
Matrix und dem Detektor zurücklegen (Time-Of-Flight). Die Geschwindigkeit, die ein 
Peptidion für diese Strecke benötigt ist proportional zu seiner Masse. Die Flugzeit der 
Peptidionen kann somit in die entsprechende Masse des Peptids umgerechnet und graphisch 
dargestellt werden. Die gemessenen Flugzeiten aller Peptidfragmente eines Proteins ergibt 
den so genannten „peptide fingerprint“. Zur Identifizierung des Proteins kann dieser 
„Fingerabdruck“ mit öffentlich zugänglichen Datenbanken abgeglichen werden, in denen 
potentielle Genprodukte sequentierter Genome virtuell tryptisch verdaut und die Massen 
der möglichen Peptidfragmente berechnet werden. 
Die MALDI-TOF MS Peptid-Fingerprint-Analyse wurde in Kooperation mit den Firmen 
Metabion (Planegg-Martinsried, GER) und Nadicom (Marburg, GER) durchgeführt. 
Zur Auswertung des ermittelten „peptide fingerprint“ wurden die im Internet zugängliche 
Software von Matrixscience Mascot (www.matrixscience.com) angewandt. Als signifikante 












Im Western-Blot Verfahren werden Proteine unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes 
nach ihrer Größe in einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Anschließend werden die 
Proteine aus der Polyacrylamidmatrix auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und so 
dem Einsatz von spezifischen Antikörpern zugänglich. Der Western-Blot ermöglicht so 
eine hohe Genauigkeit bei der Analyse von Proteinexpression in Zellen und 
Zellkulturüberständen. 
 
3.5.4.1 Auftrennung der Proteine und Blotting 
Die Auftrennung der Proteine nach ihrer Größe erfolgte in einem EC-Mini vertical Gel 
System (BioRad, Hercules, USA). Je nach zu untersuchendem Protein wurden zwischen 
10µg und 20µg Protein pro Spur aufgetragen. Dabei wurden die benötigten 
Proteinextraktvolumina auf 12µl mit Aqua bidest aufgefüllt, mit 4µl 4xSDS-Laufpuffer 
sowie 1,6µl 1M DTT vermischt und 5min bei 100°C denaturiert. Anschließend wurden die 
Proben in die Geltaschen pipettiert. Um später die korrekte Größe des zu untersuchenden 
Proteins nachvollziehen zu können, wurde bei jedem Gel ein Prestained Protein Marker 
(New England BioLabs, Beverly, USA) als Größenstandard mitgeführt. Der Gellauf 
erfolgte bei 25mA/Gel bis die Lauffront das untere Ende des Gels erreicht hatte. Als 
Laufpuffer wurden 100ml des zehnfach konzentrierten SDS-Laufpuffers auf 1l mit Aqua 
bidest aufgefüllt.  
Das Blotten der Gele erfolgte anschließend in einer BioRad Mini Trans-Blot ® Cell 
(BioRad, Hercules, USA). Als Blotting-Puffer wurden 100ml zehnfach konzentrierter 
Towbin buffer (Serva, Heidelberg, GER) mit 200ml Methanol vermischt und auf 1l mit 
Aqua bidest aufgefüllt. Je nach Größe des zu untersuchenden Proteins wurden 
Nitrocellulosemembranen von 0,2µm (Optitran BA-S 83 Schleicher und Schuell, Dassel, 
GER) bzw. 0,45µm Porengröße (Optitran BA-S 85, Schleicher und Schuell, Dassel, GER) 




Zweidimensionale Polyacrylamid-Gele wurden aufgrund ihrer Größe mit einer Trans-
Blot® SD Semidry-Transfer Cell (BioRad, Hercules, USA) auf die Nitrocellulose-
Membran transferiert. Geblottet wurde hier 1h bei 1,5 mA/cm². 
 
3.5.4.2 Ponceau S-Färbung  
Nach dem Transfer der Proteine von der Polyacrylamidmatrix auf die 
Nitrocellulosemembranen wurden die Membranen für 5min in Ponceau S (Sigma, St. 
Louis, USA) eingelegt. Die auf diese Weise reversibel angefärbten Proteinbanden konnten 
so nach mehrmaligem Waschen der Membranen mit Aqua bidest zum Abgleich der 
aufgetragenen Proteinkonzentrationen herangezogen werden. 
 
3.5.4.3 Detektion 
Bevor die Membranen mit spezifischen Antikörpern behandelt werden konnten, mussten 
unspezifische Bindungsstellen der Proteine und der Membranen blockiert werden. 
Zu diesem Zweck wurden die Membranen 1 h bei Raumtemperatur in 20ml Trockenmilch-
Blockpuffer inkubiert. Danach wurden die Membranen über Nacht bei 4°C auf einem 
Kippschüttler mit verdünntem Erstantikörper behandelt. Die Verdünnung des 
Erstantikörpers richtete sich dabei nach den jeweiligen Herstellerangaben und erfolgte 
ebenfalls mit Trockenmilch-Blockpuffer. Die verwendeten Erstantikörper sowie deren 
Verdünnung sind der Tab. 2.2 (Seite 22) zu entnehmen. 
Bevor die Membranen mit dem Zweitantikörper behandelt werden konnten, mussten sie 3x 
10min mit TBST gewaschen werden, um den ungebundenen Erstantikörper zu entfernen. 
Die Inkubation mit dem Zweitantikörper war abhängig vom verwendeten Erstantikörper 
und erfolgte 1h bei Raumtemperatur. Verwendet wurde ein Meerettich-Peroxidase (HRP) 
konjugierter Antikörper in einer Verdünnung von 1:10000 in Trockenmilch-Blockpuffer. 
Vor Zugabe des Peroxidase-Substrats wurden die Membranen erneut 3x 10min mit TBST 
gewaschen und danach kurz an der Luft getrocknet. Als Substrat für die HRP kamen drei 




Advanced Western Blotting Detection Kit, ECL Western Blotting Detection Reagents oder 
ECL Plus Detection Reagents (alle Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) 
verwendet. Die Membranen wurden für 1-5min mit der ECL-Detection Lösung inkubiert 
und das entstandene Chemilumineszenssignal mit einem Hyperfilm™ ECL Röntgenfilm 
(Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK) aufgenommen. Die Entwicklung der 
Röntgenfilme erfolgte in einer automatischen Entwicklermaschine (Curix 60, AGFA). 
Nach Detektion der entsprechenden Proteine wurde zur Kontrolle der aufgetragenen 
Proteinkonzentrationen die Membranen 1h bei RT mit HRP-konjugiertem 
Aktin-Antikörper inkubiert und das Signal wie oben beschrieben erfasst. 
 
3.5.5 Immunpräzipitation 
Aus Zellen einer 10cm Petrischale wurde wie unter 3.5.1 beschrieben ein 
Gesamtproteinextrakt hergestellt und die darin enthaltene Proteinkonzentration bestimmt 
(siehe 3.5.2). Anschließend wurden 500-1000µg Protein in ein 1,5ml Eppendorf-Cup 
überführt. Zu vergleichende Proteinlysate wurden mit PBS auf das gleiche Volumen 
aufgefüllt und 1h bei 4°C mit 5µg des Erstantikörpers inkubiert. Zur Immunpräzipitation 
der entstandenen Antigen-Antikörper-Komplexe wurde jede Probe mit  40µl 
Protein-G-Agarose (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, USA) versetzt und über 
Nacht auf einem REAX-2 Über-Kopf-Rotator (Heidolph Instruments GmbH, Schwabach, 
GER) inkubiert. Um ungebundene Proteine zu entfernen, wurden die Proben anschließend 
1min bei 2500rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Es folgten zwei 
Waschschritte mit 500µl PBS. Auch hier wurde jeweils 1min bei 2500rpm zentrifugiert und 
der Überstand verworfen. Nach dem letzten Waschschritt wurde das entstandene Pellet in 
40µl zweifach konzentrierten SDS-Probenpuffer resuspendiert. Durch fünfminütiges 
Erhitzen bei 90°C wurden die präzipitierten Proteine von der Protein-G-Agarose getrennt 







3.6 Molekularbiologische Methoden 
3.6.1 RNA-Isolierung 
Die Isolierung von RNA aus Zellkulturen erfolgte mit Hilfe des RNeasy® Spin Column 
Purification Kit (Qiagen, Hilden, GER). Hierzu wurden Zellen einer 10cm Petrischale bei 
ca. 70%iger Konfluenz nach Entfernen des Kulturmediums durch Zugabe von 350µl RLT-
Gemisch lysiert. Um möglichst viel Lysat zu gewinnen wurden Zellreste mit einem sterilen 
Zellschaber aus der Kulturschale abgelöst. Die Suspension wurde abpipettiert und mittels 
QIA-Shredder-Säulen homogenisiert. Die weitere Isolierung erfolgte gemäß den Angaben 
des Herstellers. Die Lagerung der RNA-Extrakte erfolgte bei -80°C. Zur 
Konzentrationsbestimmung des entstandenen RNA-Eluats wurden 5µl hiervon mit 495µl 
Aqua bidest verdünnt und die Absorption mit einem Pharmacia GeneQuant RNA/DNA 
Calculator (LKB Biochrom, Cambridge, UK) bei 260nm gemessen. Die Gesamt-RNA-
Konzentration errechnet sich aus der Formel: 
 
c[RNA] (in ng/µl)= 40 x A260 x Verdünnungsfaktor 
 
3.6.2 RT-PCR und PCR 
Zur Umschreibung der RNA in DNA mittels RT-PCR und anschließender Amplifikation 
mittels PCR wurde der OneStep RT-PCR Kit (Qiagen, Hilden, GER) verwendet. In 500µl 
MicroAmp® Reaction Tubes (PE Applied Biosystems, Foster City, USA) wurde der 
Reaktionsansatz zur DNA-Synthese angesetzt. Dabei wurde jegliche Verunreinigung der 
Lösungen minimiert, um eine Kontamination der Proben zu verhindern. Sowohl die 
Proben, als auch die Lösungen wurden auf Eis behandelt. Die verwendeten Volumina 
richteten sich nach den Angaben des Herstellers und betrugen bezogen auf ein Endvolumen 





RNase freies Wasser: ad 50µl 
5x Qiagen Onestep RT-PCR Puffer 10µl 
dNTP Mix 2µl 
Primer A (50nmol/µl) 0,6µl 
Primer B (50nmol/µl) 0,6µl 
Qiagen OneStep RT-PCR Enzym Mix 2µl 
RNase-Inhibitor 0,2µl 
(ggf. 5x Q-Solution) 10µl 
 
Primer Sequenz 5'-3' 
hPDCD4-Sense atg gat gta gaa aat gag cag ata ctg 
hPDCD4-Antisense tca gta gct ctc tgg ttt aag acg acc 
Abb. 3.4: Verwendete Primer für die Synthese der cDNA von pdcd4 
 
Die reverse Transkription und die Amplifikation erfolgte in einem Thermocycler (Techne, 
Cambridge,UK) nach folgendem Programm: 
Reverse Transkription 30min bei 50°C 
Initial PCR Aktivierungsschritt 15min bei 95°C 
3-step-PCR: 
 Denaturierung 30sec bei 94°C 
 Annealing 30sec bei 59°C 
 Elongation 1min bei 72°C 
Anzahl der Zyklen 35 
Final extension 10min bei 72°C 
 
Zur Überprüfung der PCR wurden 5-10µl PCR-Produkt mit Auftragspuffer versetzt und in 




3.6.3 Transformation und Selektionierung 
Bei der Transformation werden freie Plasmid-Moleküle durch Hitzeschock in kompetente 
Bakterien eingeschleust. Anschließend werden die Bakterien mittels Plasmid-induzierter 
Antibiotikaresistenz auf die Anwesenheit des transformierten Plasmids hin selektioniert. 
Für den Einbau der pdcd4-DNA in Plasmid-DNA mit anschließender Transformation in 
kompetente E. Coli wurde der pcDNA 3.1/V5-His© TOPO® TA Expression Kit 
(Invirtogen,Paisley, UK) verwendet.  
Die Taq Polymerase besitzt eine Template-unabhängige terminale Transferaseaktivität, 
welche am 3’-Ende ein einzelnes Desoxyadenosin (A) an das PCR-Produkt anfügt. Für 
diese 3’-A-überhängenden Enden stellen TOPO®-Vektoren kompatible 3’-







Abb. 3.5: Schematische Darstellung des PCR-Produktes im TOPO®-Vektor. 
 
Für die TOPO®-Reaktion wurden 4µl des PCR-Produkts mit der Salzlösung und dem 
TOPO®-Vektor vermischt und 10min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Transformation 
erfolgte durch Zugabe von 2µl des TOPO®-Reaktionsgemischs zu chemisch kompetente E. 
coli (One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli, Invitrogen, Paisley, UK) mit 
anschließender Hitzeschockbehandlung bei 42°C für 30 Sekunden. 50µl der transformierten 
Kulturen wurden auf angewärmte LB-Agar-Selektionsplatten ausgestrichen und über Nacht 
bei 37°C inkubiert. Von den über Nacht gewachsenen Bakterienkulturen wurden acht mit 




einem Ampicillinzusatz von 100µg/ml kultiviert. Die Inkubation erfolgte auf einem 
Horizontalschüttler (Ceromat®, B. Braun, Melsungen, GER) bei ca. 200Upm und 37°C. 
3.6.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli 
Die Gewinnung von Plasmid-DNA aus den transformierten E. coli erfolgte mit Hilfe des 
Plasmid DNA Purification Kit Nucleo Spin® Plasmid (Machery-Nagel, Düren, GER). 
Hierbei wurden 2ml des Kulturvolumens lysiert und die Plasmid-DNA nach den 
entsprechenden Herstellerangaben aufgereinigt. Zur  Konzentrationsbestimmung des 
entstandenen DNA-Eluats wurden 5µl hiervon mit 495µl Aqua bidest verdünnt und die 
Absorption mit einem Pharmacia GeneQuant RNA/DNA Calculator (LKB Biochrom, 
Cambridge, UK) bei 260nm gemessen. Die Gesamt-DNA-Konzentration errechnet sich aus 
der Formel: 
 
c[DNA] (in ng/µl)= 50 x A260 x Verdünnungsfaktor 
 
3.6.5 Restriktionsverdau von DNA 
Die Isolierung der pdcd4-DNA aus der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe von 
Restriktionsendonukleasen. Hierbei handelt es sich um besondere DNasen, die an 
spezifische Erkennungssequenzen binden. Diese Erkennungssequenzen sind in der Regel 
vier bis acht Nukleotidpaare lang und haben Palindromstruktur. Durch Bindung der 
Restriktionsendonucleasen wird die DNA an diesen Erkennungssequenzen gespalten. Die 
auf diese Weise aus den Plasmiden freigesetzte pdcd4-DNA wurde in 1%igen 
Agarosegelen elektrophoretisch von anderen beim Restriktionsverdau entstandenen DNA-
Fragmenten getrennt und mittels eines UV-Transilluminators (Vilbert Lourmat, Marne la 
Vallee, FRA) sichtbar gemacht. 
Für den restriktiven Verdau des TOPO-pdcd4-Plasmids wurden die 
Restriktionsendonukleasen Xho I und BamH I (beide New England BioLabs, Beverly, 
USA) gewählt. Diese beiden Enzyme eigneten sich vor allem deswegen für den Verdau, da 





Abb. 3.6: Schematische Darstellung des TOPO®-Plasmids mit integriertem PCR-Produkt (Invirtogen,Paisley, 
UK). 
 
Der Ansatz für den Restriktionsverdau der Plasmid-DNA bestand aus 0,5µl Xho I-Enzym-
Lösung, 0,5µl BamH I-Enzym-Lösung, 1µl BamH I-Reaktionspuffer (New England 
BioLabs, Beverly, USA), 0,1µl 100fach konzentriertem BSA (New England BioLabs, 
Beverly, USA) und 500ng Plasmid-DNA in 5µl Volumen. Die Zeitspanne und Temperatur 
der Inkubation richtete sich nach den entsprechenden Herstellerangaben. 
 
3.6.6 DNA-Sequenzierung 
Die Bestimmung der Nukleotidsequenzen wurde durch die Firma GATC Biotech AG, 
Konstanz, GER durchgeführt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms 
































4.1 Wachstumshemmung der kolorektalen Zelllinien 
HCT-116 und HT-29 bei Behandlung mit Pioglitazon 
Pioglitazon ist ein beim Typ-II Diabetes eingesetztes orales Antidiabetikum, welches über 
den nukleären Transkriptionsfaktor PPAR-γ wirkt. Zusätzlich wurden in einigen 
Tumorzelllinien auch eine Wachstumshemmung nachgewiesen. Im Rahmen dieser 
Doktorarbeit wurde der Effekt von Pioglitazon auf die humanen Kolonkarzinom-Zelllinien 
HCT-116 und HT-29 in Hinsicht auf Wachstumsverhalten und Proteinexpression 
untersucht. Die dargestellten Ergebnisse zeigen Mittelwerte aus mindestens drei 
unabhängig voneinander durchgeführten Versuchen. Kontrollzellen wurden jeweils mit 
einer entsprechenden Menge DMSO inkubiert. 
 
4.1.1 Wachstumsverhalten von HCT-116 und HT-29 Zellen 
unter der Behandlung mit Pioglitazon 
Zur Analyse des Proliferationsverhaltens wurden HCT-116 und HT-29 Kolonkarzinom-
Zellen 24, 48 und 72 Stunden mit 40µM Pioglitazon inkubiert und das Zellwachstum mit 
Hilfe MTT-Assay untersucht. Wie in Abb. 4.1 dargestellt, bewirkte die Behandlung mit 
Pioglitazon einen Rückgang der Zellzahl um ca. 10% bei den HCT-116 Zellen, bei den HT-
29 Zellen um ca. 20% im Vergleich zu Kontrollzellen nach 24h. Nach 48h war die Zellzahl 





















Abb. 4.1: Pioglitazon inhibiert das Zellwachstum von HCT-116 (A) und HT-29 Zellen (B). Die Zellen 
wurden über 24, 48 und 72 Stunden in An- und Abwesenheit von 40µM Pioglitazon inkubiert und 
anschließend ein MTT-Assay durchgeführt. Die Abb. A und B zeigen jeweils das prozentuale Überleben 
unter Pioglitazon-Behandlung im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen, welche als 100% gesetzt 
wurden. Die Abbildung zeigt Mittelwerte aus mindestens drei von einander unabhängigen Versuchen +/- SD  
 
Auch lichtmikroskopisch zeigte sich eine verminderte Zellzahl unter Pioglitazon-




+ 40µM Pioglitazon 
Abb. 4.2: Lichtmikroskopische Aufnahme von HCT-116 Zellen nach 48stündiger Inkubation mit und ohne 
40µM Pioglitazon (200fache Vergrößerung). 
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4.1.2 Messung der LDH-Aktivität in den Überständen von mit 
Pioglitazon behandelten HCT-116 und HT-29 Zellen 
Prinzipiell kann eine Verminderung der Zellzahl durch eine geringere 
Wachstumsgeschwindigkeit oder durch eine erhöhte Sterblichkeit der Zellen bedingt sein. 
Um zwischen diesen beiden Formen besser differenzieren zu können, wurde die Aktivität 
der Laktatdehydrogenase (LDH) in den Mediumüberständen gemessen (Abb. 4.3). LDH 
wird bei der Zelllyse von den Zellen an das Kulturmedium abgegeben und kann so als 









Abb. 4.3: Die Behandlung von HCT-116 (A) und HT-29 Zellen (B) mit Pioglitazon führt zu einer 
Erniedrigung der Laktatdehydrogenase-Aktivität in den Mediumüberständen. Die Zellen wurden über 24, 48 
und 72 Stunden in An- und Abwesenheit von 40µM Pioglitazon inkubiert und anschließend ein LDH-Assay 
bei einer OD von 570nm durchgeführt. Die Abbildung zeigt Mittelwerte aus mindestens drei von einander 
unabhängigen Versuchen +/- SD  
 
In beiden Zelllinien fand sich eine Erniedrigung der LDH-Aktivität in den 
Mediumüberständen unter Pioglitazon-Behandlung. Diese Reduktion der LDH-Aktivität 
war bei den HCT-116 Zellen bereits nach 24h nachweisbar. Hier betrug sie etwa 80% im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle und fiel bei 72stündiger Inkubation mit Pioglitazon 
auf 67% ab. Bei der HT-29 Zelllinie war erst nach 48h eine Reduktion der LDH-Aktivität 
um 20% messbar, die bei andauernder Inkubation konstant blieb. Diese Beobachtungen 
HCT-116



























































lassen die Vermutung zu, dass Pioglitazon seinen wachstumshemmenden Effekt auf die 
beobachteten Zelllinien nicht über einen vermehrten Zelluntergang vermittelt. 
 
4.2 Expression von PPAR-γ in HCT-116 Zellen 
Zur Darstellung der PPAR-γ Expression in den verwendeten HCT-116 Zellen und einer 
möglichen Modulation durch Pioglitazon wurden Western-Blot Analysen unter 
Verwendung von PPAR-γ Antikörpern durchgeführt. Wie in Abb. 4.4 gezeigt wird PPAR-γ 
in einem hohen Maße in HCT-116 Zellen exprimiert. Die zusätzliche Inkubation mit 







Abb. 4.4: Western-Blot von Gesamtproteinextrakten aus HCT-116 Zellen mit Antikörpern gegen PPAR-γ. 
Die Zellen wurden 72 Stunden in An- und Abwesenheit von 40µM Pioglitazon inkubiert.  
 
4.2.1 Untersuchungen zur PPAR-γ -Abhängigkeit der 
Pioglitazon-Wirkung in HCT-116 und HT-29 Zellen 
Für die Familie der Thiazolidindione werden in der Literatur sowohl PPAR-γ abhängige als 
auch unabhängige Effekte beschrieben52,131,179. Um die Frage zu klären, ob der 
antiproliferative Effekt auf HCT-116 und HT-29 Zellen PPAR-γ vermittelt ist, wurde in 
den folgenden Experimenten der selektive PPAR-γ-Inhibitor GW9662 verwendet. Zur 
Ermittlung der optimalen Versuchsbedingungen für spätere Experimente wurde GW9662 in 








zugegeben. Die Gabe von GW9662 erfolgte jeweils eine Stunde vor Verabreichung von 
Pioglitazon, um eine wirksame Blockade von PPAR-γ sicherzustellen. Anschließend 
wurden die Zellen für 48h im Brutschrank mit 40µM Pioglitazon inkubiert und mittels 
MTT-Assay der Effekt auf die Zellproliferation untersucht. 
 
 







































































































Abb. 4.5: HCT-116 wurden 48h mit und ohne 40µM Pioglitazon, sowie in An- und Abwesenheit des 
selektiven PPAR-γ Antagonisten GW9662 in den Konzentrationen 1µM, 2µM und 2,5µM inkubiert. Das 
prozentuale Überleben wurde anschließend mittels MTT-Assay bestimmt. Die Abbildung zeigt Mittelwerte 







Betrachtet man das Wachstum der Zellen über den Zeitraum von 48h mittels MTT-Assay, 
so fand sich ein Rückgang überlebender Zellen auf ca. 75% nach Gabe von 1µM des 
PPAR-γ Inhibitors GW9662. Während die Zellzahl der Pioglitazon-behandelten Zellen 
nach 48h bei etwa 75% der Kontrollzellreihe lag, zeigte sich nach Gabe von GW9662 eine 
konzentrationsabhängige Zunahme der Proliferation, wobei die Zellzahlen im Bereich der 
GW9662 behandelten Kontrollzellreihen ohne Pioglitazon lagen. Auffällig hierbei war 
außerdem, dass mit zunehmender Konzentration des ppar-γ-Inhibitors der antiproliferative 
Effekt in den Kontrollzellreihen nachließ von 25% bei 1µM auf beinahe 0% bei 2,5µM. 
In den folgenden Versuchen wurde mit einer Konzentration des ppar-γ Inhibitors von 2µM 
gearbeitet, da bei dieser Konzentation sowohl proliferative, als auch antiproliferative 
Effekte nachweisbar bleiben. 
HCT-116 und HT-29 Zellen wurden ausplattiert und für 24h, 48h und 72h mit dem PPAR-γ 
Inhibitor GW9662, und/oder 40µM Pioglitazon inkubiert. Der Einfluss auf die 






















Abb. 4.6: Der wachstumshemmende Effekt von Pioglitazon auf HCT-116 Zellen ist PPAR-γ abhängig. Die 
Zellen wurden über 24, 48 und 72 Stunden mit und ohne 40µM Pioglitazon, sowie in An- und Abwesenheit 
von 2µM des selektiven PPAR-γ Antagonisten GW9662 inkubiert. Das prozentuale Überleben wurde 
anschließend mittels MTT-Assay bestimmt. Die Abbildung zeigt Mittelwerte aus mindestens drei von 


















































































































































































































































Abb. 4.7: Der wachstumshemmende Effekt von Pioglitazon auf HT-29 Zellen ist PPAR-γ abhängig. Die 
Zellen wurden über 24, 48 und 72 Stunden mit und ohne 40µM Pioglitazon, sowie in An- und Abwesenheit 
von 2µM des selektiven PPAR-γ Antagonisten GW9662 inkubiert. Das prozentuale Überleben wurde 
anschließend mittels MTT-Assay bestimmt. Die Abbildung zeigt Mittelwerte aus mindestens drei von 
einander unabhängigen Versuchen sowie die SD 
 
 HCT-116 HT-29 
 24h 48h 72h 24h 48h 72h 
Kontrolle + 2µM GW9662 94% 87% 90% 96% 88% 86% 
40µM Pioglitazon 76% 78% 71% 87% 81% 67% 
40µM Pioglitazon + 2µM GW9662 94% 91% 92% 98% 86% 87% 
Tab. 4.1: Übersicht über das prozentuale Überleben von HCT-116und HT-29 Zellen nach 24h, 48h und 72h 
bei gleichzeitiger Inkubation der Zellen mit Pioglitazon und 2µM des PPAR-γ Antagonisten GW9662. Die 




Wie Abb. 4.6 und 4.7, bzw. Tab. 4.1 zeigen, konnte der antiproliferative Effekt von 
Pioglitazon durch die vorherige Inkubation der Zellen mit 2µM GW9662 aufgehoben 
werden, wobei in beiden Zellreihen die Anzahl überlebender Zellen bei Behandlung mit 
Pioglitazon und GW9662 im Bereich der Kontrollzellen mit alleiniger GW9662-
Behandlung lagen. 
Zur weiteren Untersuchung, ob mit Hilfe des PPAR-γ Inhibitors GW9662 der 
antiproliferative Effekt von Pioglitazon aufgehoben werden kann, wurde die LDH-Aktivität 
in den Überständen von HCT-116 und HT-29 Zellen bestimmt, nachdem diese 
ausschließlich mit 2µM GW9662, oder ausschließlich mit 40µM Pioglitazon oder mit 
Pioglitazon und GW9662 inkubiert worden waren. Auch hier ließ sich die durch Gabe von 
Pioglitazon verursachte Erniedrigung der LDH-Aktivität durch GW9662 antagonisieren. 
Dieser Effekt war bei den HCT-116 Zellen nach 72h besonders ausgeprägt, wo die LDH-
Aktivität unter Pioglitazon-Behandlung zu einer OD(570nm) von 0,33 führte und durch die 
zusätzliche Behandlung mit GW9662 auf 0,48 anstieg, womit sie in dem Bereich 
unbehandelter Kontrollzellen lag. Ähnlich, wenn auch weniger ausgeprägt, verhielt es sich 
bei den HT-29 Zellen (Abb. 4.8), bei denen die OD(570nm) unter Pioglitazon-Behandlung 


















LDH-Aktivität im Überstand HCT-116





















LDH-Aktivität im Überstand von HT-29





















Abb. 4.8: Die durch Pioglitazon vermittelte Erniedrigung der LDH-Aktivität in den Mediumüberständen von 
HCT-116 (A) und HT-29 Zellen (B) ist PPAR-γ abhängig. Die Zellen wurden über 24, 48 und 72 Stunden in 
An- und Abwesenheit von 40µM Pioglitazon und 2µM des selektiven PPAR-γ Antagonisten GW9662 
inkubiert und anschließend ein LDH-Assay durchgeführt. Die Abbildung zeigt Mittelwerte aus mindestens 







4.3 Apoptose- und Zellzyklusuntersuchungen 
In der Literatur wurden durch Aktivierung von PPAR-γ sowohl Apoptose-Induktion22,61,186, 
als auch Wirkungen auf den Zellzyklus54,83,104,143 beschrieben. In den folgenden Versuchen 
wurde der Effekt von Pioglitazon auf die Induktion von Apoptose und den Zellzyklus in 
HCT-116 Zellen untersucht. 
 
4.3.1 Zellzyklusuntersuchungen Pioglitazon-behandelter 
HCT-116 Zellen 
Mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist die Zuordnung von Zellen in einzelne 
Zellzyklusphasen möglich. Auf diese Weise lassen sich  Störungen der Zellteilung 
registrieren. 
Um die Frage zu klären, ob Pioglitazon Einfluss auf den Zellzyklus von HCT-116 Zellen 
hat, wurde die Zellzyklusverteilung von Pioglitazon behandelten Zellen im Vergleich zu 
Kontrollzellen untersucht. Hierfür wurden HCT-116 Zellen 24, 48 und 72 Stunden unter 
subkonfluenten Bedingungen mit und ohne Pioglitazon inkubiert, geerntet und 
anschließend eine DNA-Anfärbung der fixierten und permeabilisierten Zellen mit 






















Abb. 4.9: Die Behandlung von HCT-116 Zellen mit Pioglitazon bewirkt einen G0/G1-Zellzyklusarrest. Zellen 
wurden 24, 48 und 72h in Ab- (A) und Anwesendheit von 40µM Pioglitazon inkubiert und anschließend die 
Zellzyklusverteilung im Durchflusszytometer untersucht. Die Abbildung zeigt exemplarisch ein 
representatives Ergebnis eines Versuchs. 
 
Diploid: 100% 
G0/G1:  52,14% 
S:  33,71% 
G2/M:  14,15% 
Diploid: 100% 
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Diploid: 100% 
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Abb. 4.10: Prozentualer Anteil der mittels FACS gemessenen HCT-116 Zellen in der G0/G1-Phase. Die 



























Abb. 4.11: Prozentualer Anteil der mittels FACS gemessenen HCT-116 Zellen in der S-Phase. Die Abbildung 


































Abb. 4.12: Prozentualer Anteil der mittels FACS gemessenen HCT-116 Zellen in der G2/M-Phase. Die 
Abbildung zeigt Mittelwerte aus mindestens drei von einander unabhängigen Versuchen sowie die SD. 
 
Die Messung im Durchflusszytometer zeigte bereits nach 24stündiger Inkubation mit 
Pioglitazon eine Erhöhung der Zellen in der G0/G1-Phase um 10-15%, welche auch bei 
längerer Inkubationszeit etwa konstant blieb. Dieser G0/G1-Phase-Arrest hatte eine ca. 
10%ige Erniedrigung der Zellen in der S-Phase zur Folge (siehe Abb. 4.9-4.12). 
 
4.3.1.1 Wirkung von Pioglitazon auf die Expression 
Zellzyklus-regulierender Proteine in HCT-116 Zellen 
Der Zellzyklus wird über ein komplexes Netzwerk von positiven und negativen Regulator-
Molekülen beeinflusst. Zu diesen Molekülen gehören die Cyclin-abhängigen Kinasen 
(cdks), die Cycline und diverse andere Proteine wie p21cip1/waf1, p27 und p53. Um die Rolle 
dieser Proteine auf den durch Pioglitazon induzierten Zellzyklus-Arrest in HCT-116 Zellen 
zu untersuchen, wurden Proteinextrakte aus Zellen hergestellt, die vorher über 24h, 48h und 
72h mit 40µM Pioglitazon behandelt wurden. Anschließend wurden Western-Blot 
Analysen durchgeführt, bei denen Antikörper gegen cdc2, cdk4, Cyclin D3, p21
cip1/waf1 und 




4.3.1.1.1 cdk4 und Cyclin D3 
An dem Übergang von der G1- zur S-Phase sind diverse Proteine beteiligt, unter anderem 
cdk4 und Cyclin D3. Mittels Western-Blot wurde für verschiedene Zeiträume die 
Expression dieser Enzyme in An- und Abwesenheit von Pioglitazon untersucht. Wie in 
Abb. 4.13 dargestellt, führte die Behandlung mit 40µM Pioglitazon nach 48h zu einer 
Erniedrigung der Proteinexpression von cdk4 und Cyclin D3. Dieser Effekt war nach 72h 







Abb. 4.13: Die Behandlung von HCT-116 Zellen mit Pioglitazon bewirkt eine Erniedrigung der Proteinmenge 
von cdk4. Die Zellen wurden 24, 48 und 72 Stunden in An- und Abwesenheit von 40µM Pioglitazon inkubiert 
und anschließend ein Western-Blot mit Antikörpern gegen cdk4 durchgeführt. Zur Kontrolle der 








Abb. 4.14: Die Behandlung von HCT-116 Zellen mit Pioglitazon bewirkt eine Erniedrigung der Proteinmenge 
von Cyclin D3. Die Zellen wurden 24, 48 und 72 Stunden in An- und Abwesenheit von 40µM Pioglitazon 
inkubiert und anschließend ein Western-Blot mit Antikörpern gegen Cyclin D3 durchgeführt. Zur Kontrolle 
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Schädigung der DNA führt zu einer Stabilisierung des p53-Proteins, welches als 
Transkriptionsfaktor die Synthese des „cyclin dependent kinase“-Inhibitors (CKI) 
p21cip1/waf1 induziert41. p21cip1/waf1 führt über die Hemmung der cdk2 zu einem Arrest des 
Zellzyklus in der G1-Phase
7,40. Um zu untersuchen, ob Pioglitazon seine Wirkung auf den 
Zellzyklus zusätzlich über die Beeinflussung von p21cip1/waf1 entfaltet, wurden HCT-116 
Zellen wie unter 4.3.1.1 behandelt und ein Western-Blot mit Antikörpern gegen p21cip1/waf1 
durchgeführt. Interessanterweise zeigte sich bereits nach 24h eine Erniedrigung der 
p21cip1/waf1 Expression unter Pioglitazon-Behandlung, welche nach 72h noch ausgeprägter 







Abb. 4.15: Die Behandlung von HCT-116 Zellen mit Pioglitazon bewirkt eine Erniedrigung der Proteinmenge 
von p21cip1/waf1. Die Zellen wurden 24, 48 und 72 Stunden in An- und Abwesenheit von 40µM Pioglitazon 
inkubiert und anschließend ein Western-Blot mit Antikörpern gegen p21cip1/waf1 durchgeführt. Zur Kontrolle 




Cdc2 (auch cdk1 genannt) spielt eine bedeutende regulatorische Rolle beim Übergang des 
Zellzyklus von der G2- zur M-Phase
7,111. Um zu untersuchen, ob Pioglitazon auch auf den 
G2-checkpoint wirkt, wurde mittels Western-Blot Analyse die Proteinexpression von cdc2 
untersucht. Dabei konnte zu keinem der drei gemessenen Zeitpunkte eine Regulation 
nachgewiesen werden. 
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Abb. 4.16: Die Behandlung von HCT-116 Zellen mit Pioglitazon hat keinen Einfluss auf die Proteinmenge 
von cdc2/cdk1. Die Zellen wurden 24, 48 und 72 Stunden in An- und Abwesenheit von 40µM Pioglitazon 
inkubiert und anschließend ein Western-Blot mit Antikörpern gegen cdc2 durchgeführt. Zur Kontrolle der 
aufgetragenen Proteinmengen wurde anschließend ein Western-Blot mit Antikörpern gegen β-Aktin 
durchgeführt. 
 
4.3.2 Apoptoseverhalten Pioglitazon-behandelter HCT-116 
Zellen 
Beeinträchtigungen des Zellzyklus und Apoptose sind oft eng miteinander assoziiert68, da 
Störungen im normalen Ablauf des Zellzyklus Apoptose zur Folge haben können. Neben 
dem Zellzyklus-Arrest könnte die beobachtete Inhibition des Zellwachstums der mit 
Pioglitazon behandelten HCT-116 Zellen also auch durch Apoptose bedingt sein. Um 
dieser Frage nachzugehen, wurden HCT-116 Zellen 24, 48 und 72 Stunden mit 40µM 
Pioglitazon inkubiert und der Anteil apoptotischer Zellen im Vergleich zu unbehandelten 
Kontrollzellen mittels Propidiumiodid-(PI)-Färbung und anschließender FACS-Messung 
ermittelt. Wie in Abb. 4.17 zu sehen, bewirkt Pioglitazon zu allen drei gemessenen 
Zeitpunkten einen moderaten Anstieg der apoptotischen Zellen um 4-6%.  
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Abb. 4.17: Pioglitazon vermittelt eine moderate Apoptose-Induktion in HCT-116 Zellen. Die Zellen wurden 
ohne (A) und mit(B) 40µM Pioglitazon über 24, 48 und 72h inkubiert. Anschließend wurde der Anteil 
apoptotischer Zellen im Durchflusszytometer bestimmt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil apoptotischer 
Zellen an allen gegateten Zellen. Die Abbildung zeigt Mittelwerte aus mindestens drei von einander 
unabhängigen Versuchen sowie die SD 
 
4.3.2.1 Wirkung von Pioglitazon auf die Expression von 
pro-apoptotischen Proteinen 
Um die Frage zu klären, ob die Behandlung mit Pioglitazon zu einer Aktivierung von 
Caspasen führt, wurden HCT-116 Zellen 24h, 48h und 72h mit 40µM Pioglitazon inkubiert 
und anschließend die Prozessierung der Caspasen 3, 9 und 10 mittels Western-Blot Analyse 
untersucht. Wie in Abb. 4.19 gezeigt, führt die Behandlung mit Pioglitazon in HCT-116 
Zellen zu einer verminderten Proteinexpression der 46kD großen Procaspase 9, was jedoch 
nicht auf die Aktivierung durch Spaltung zurückzuführen ist, da auch das 30kD große 




weder eine Regulation der inaktiven noch der aktiven Form (Abb. 4.18 und 4.20). Auch für 
den Transkriptionsfaktor p53, welcher bei Zellschädigung in der Lage ist, Apoptose zu 









Abb. 4.18: Western-Blot von Gesamtproteinextrakten aus HCT-116 Zellen mit Antikörpern gegen Caspase 3. 
Die Zellen wurden 24, 48 und 72 Stunden in An- und Abwesenheit von 40µM Pioglitazon inkubiert. Zur 









Abb. 4.19: Western-Blot von Gesamtproteinextrakten aus HCT-116 Zellen mit Antikörpern gegen Caspase 9. 
Die Zellen wurden 24, 48 und 72 Stunden in An- und Abwesenheit von 40µM Pioglitazon inkubiert. Zur 
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Abb. 4.20: Western-Blot von Gesamtproteinextrakten aus HCT-116 Zellen mit Antikörpern gegen Caspase 10 
Die Zellen wurden 24, 48 und 72 Stunden in An- und Abwesenheit von 40µM Pioglitazon inkubiert. Zur 








Abb. 4.21: Western-Blot von Gesamtproteinextrakten aus HCT-116 Zellen mit Antikörpern gegen p53. Die 
Zellen wurden 24, 48 und 72 Stunden in An- und Abwesenheit von 40µM Pioglitazon inkubiert. Zur 
Kontrolle der aufgetragenen Proteinmengen wurde anschließend ein Western-Blot mit Antikörpern gegen β-
Aktin durchgeführt. 
 
Diese Ergebnisse unterstützen die in 4.3.2 gewonnenen Erkenntnisse, dass Pioglitazon 
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4.3.2.2 Wirkung von Pioglitazon auf die Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase 
PARP 
Werden Zellen besonderem Stress, z.B. durch ionisierende Strahlen, Alkylantien oder 
Oxidation ausgesetzt, kann es zur Schädigung der DNA, wie Doppel- und 
Einzelstrangbrüchen kommen. Dies führt unter anderem zu einer proteolytischen 
Aktivierung von PARP, einem Protein, welches - abhängig vom Ausmaß der Schädigung - 
DNA-Reparaturenzyme aktiviert oder Apoptose der Zelle initiiert18. HCT-116 wurden über 
unterschiedliche Zeiträume mit 40µM Pioglitazon behandelt und Gesamtproteinextrakte 
hergestellt. Anschließend wurde die Auswirkung auf die PARP-Spaltung mittels Western-
Blot untersucht. Parallel wurden Gesamtproteinextrakte von HCT-116 hergestellt, die 









Abb. 4.22: Pioglitazon bewirkt eine Spaltung von PARP in HCT-116 Zellen. Die Zellen wurden 24, 48 und 
72 Stunden in An- und Abwesenheit von 40µM Pioglitazon sowie mit und ohne den selektiven PPAR-γ 
Antagonisten GW9662 inkubiert. Anschließend wurde ein Western-Blot mit Antikörpern gegen proPARP 
(116kD) und aktives PARP (85kD) durchgeführt. Zur Kontrolle der aufgetragenen Proteinmengen wurde 
anschließend ein Western-Blot mit Antikörpern gegen β-Aktin durchgeführt.  
Die Inkubation von HCT-116 Zellen mit Pioglitazon führte zu einer Spaltung des 116kD 
großen proPARP in das 85kD große, aktive PARP. Diese Spaltung lässt sich auch durch die 
Gabe von GW9662 nicht antagonisieren. Vielmehr bewirkt schon eine alleinige 
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4.3.2.3 Wirkung des Tumornekrosefaktor-assoziierten Apoptose 
induzierenden Liganden (TRAIL) auf HCT-116 Zellen 
In einigen Studien konnte für Pioglitazon eine Hochregulation von p21cip1/waf1 gezeigt 
werden, die einen verstärkenden Effekt auf die Apoptose-Induktion durch den 
Tumornekrosefaktor-assoziierten Apoptose induzierenden Liganden (TRAIL) zur Folge 
hatte59,61. In den im Folgenden beschriebenen Experimenten wurde untersucht, ob die unter 
4.3.1.1.2 detektierte Erniedrigung der Proteinexpression von p21cip1/waf1 einen Einfluss auf 
die Apoptose-Induktion durch TRAIL in HCT-116 Zellen besitzt. Zunächst wurde die 
Sensibilität der Zellen gegenüber TRAIL vermittelter Apoptose bestimmt. Hierzu wurden 
die Zellen ausgesät, 16 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen an rekombinantem 
TRAIL inkubiert und anschließend das Zellwachstum mittels MTT-Assay bestimmt. Wie 
Abb. 4.23 zeigt, nahm die Zellzahl bei zunehmender Menge an TRAIL ab: Um 3% nach 
Zugabe von 1ng/ml, bzw. 52% bei 25ng/ml TRAIL. 













































Abb. 4.23: HCT-116 Zellen sind sensibel gegenüber TRAIL-induzierter Apoptose. Die Zellen wurden 16 
Stunden in An- und Abwesenheit von TRAIL in den Konzentrationen 1, 5, 10 und 25 ng/ml inkubiert. 
Anschließend wurde eine MTT-Assay durchgeführt. Die Prozentangaben zeigen das prozentuale Überleben 
bezogen auf nur mit DMSO behandelte Kontrollzellen. Die Abbildung zeigt Mittelwerte aus mindestens drei 




Für die weiteren Versuche wurde eine Konzentration von 10ng/ml TRAIL gewählt, da bei 
dieser Menge sowohl proliferative als auch antiproliferative Effekte besser zu beurteilen 
sind. Um zu klären, ob die Aktivierung von ppar-γ einen zusätzlichen Effekt auf die durch 
TRAIL induzierte Apoptose hat, wurden HCT-116 Zellen zunächst mit 40µM des PPAR-γ 
Agonisten Pioglitazon über unterschiedliche Zeiträume behandelt. Jeweils 16 Stunden vor 
Versuchsende wurden 10ng/ml TRAIL zum Nährmedium hinzugefügt und anschließend 












Abb. 4.24: Die gleichzeitige Gabe von Pioglitazon führt nicht zu einer Sensibilisierung von HCT-116 Zellen 
gegenüber TRAIL-induzierter Apoptose. Die Zellen wurden 24h (A) und 48h (B) mit 40µM Pioglitazon 
behandelt. Jeweils 16h vor Versuchsende wurden 10ng/ml rekombinantes TRAIL hinzugegeben und 
anschließend ein MTT-Assay durchgeführt. Die Prozentangaben zeigen das prozentuale Überleben bezogen 
auf nur mit DMSO behandelte Kontrollzellen. Die Abbildung zeigt Mittelwerte aus mindestens drei von 
einander unabhängigen Versuchen sowie die SD. 
 
Wie in Abb. 4.24A gezeigt, führt die 24stündige Inkubation mit 40µM Pioglitazon zu einer 
Reduktion der Zellzahl um ca. 10% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Während 
die Behandlung mit 10ng TRAIL die Zahl vitaler Zellen bereits um 25% verringert, lässt 
sich dieser Effekt durch eine gleichzeitige Inkubation mit Pioglitazon nicht mehr 



















































































signifikant steigern. Gleiches gilt auch für Inkubationszeiten mit Pioglitazon von 48 
Stunden (Abb. 4.24B). Diese Ergebnisse legen nahe, dass Pioglitazon einen additiven, 
jedoch keinen sensibilisierenden Effekt auf die TRAIL-assoziierte Apoptose besitzt. 
 
4.3.2.4 Wirkung des Tumornekrosefaktor-assoziierten Apoptose-
induzierenden Liganden (TRAIL) auf HT-29 Zellen 
Analog zu dem unter 4.3.2.3 geschilderten Versuchsaufbau wurde im Folgenden der Effekt 
von Pioglitazon auf HT-29 Zellen bei gleichzeitiger Inkubation mit TRAIL untersucht. Die 
Zellen wurden 24h und 48h mit 40µM Pioglitazon kultiviert. 16h vor Versuchsende wurden 
zusätzlich 10ng/ml TRAIL hinzugegeben und anschließend der Anteil überlebender Zellen 













Abb. 4.25: Die gleichzeitige Gabe von Pioglitazon führt zu einer Sensibilisierung von HT-29 Zellen 
gegenüber TRAIL-induzierter Apoptose. Die Zellen wurden 24h (A) und 48h (B) mit 40µM Pioglitazon 
behandelt. Jeweils 16h vor Versuchsende wurden 10ng/ml rekombinantes TRAIL hinzugegeben und 
anschließend ein MTT-Assay durchgeführt. Die Prozentangaben zeigen das prozentuale Überleben bezogen 
auf nur mit DMSO behandelte Kontrollzellen. Die Abbildung zeigt Mittelwerte aus mindestens drei von 
einander unabhängigen Versuchen sowie die SD. 


































































Wie in Abb. 4.25A gezeigt, führt die 24stündige Inkubation mit 40µM Pioglitazon zu einer 
Reduktion der Zellzahl um ca. 15% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, während die 
Zellzahl durch die Behandlung mit TRAIL um 7% verringern werden konnte. Die 
gleichzeite Inkubation von HT-29 Zellen mit Pioglitazon und TRAIL erbrachte eine 
Reduktion der Zellmasse um 25%. Dass Pioglitazon einen sensibilisierenden Effekt auf die 
durch TRAIL induzierte Apoptose besitzt, konnte besonders deutlich nach 48h gezeigt 
werden (Abb. 4.25B). Hier bewirkte die alleinige Inkubation mit Pioglitazon eine 
Reduktion der Zellzahl um ca. 25%, die mit TRAIL um 17%. Die gleichzeitige Behandlung 
der Zellen mit Pioglitazon und TRAIL hingegen vermochte den Anteil überlebender Zellen 
um ca. 60% zu reduzieren.  
 
4.4 Untersuchung der Proteinexpression 
und -phosphorylierung mittels zweidimensionaler 
Gelelektrophorese in HCT-116 Zellen 
Mit Hilfe der zweidimensionalen Gelelektrophorese ist die Auftrennung von 
Gesamtproteinextrakten in einzelne Proteinpunkte (Spots) möglich. Hierbei werden die 
Proteine während der isoelektrischen Fokussierung nach ihrem pH-Wert aufgetrennt und 
anschließend in der zweiten Dimension nach ihrer Größe. Mit dieser Methode ist es 
möglich, einen großen Anteil an Proteinen auf ihre Regulation hin zu überprüfen.  
Hierzu wurden HCT-116 Zellen über 24h, 48h und 72 Stunden mit 40µM Pioglitazon 
behandelt und anschließend Gesamtproteinextrakte hergestellt. Nach zweidimensionaler 





Abb. 4.26: Silberfärbung einer zweidimensionalen Gelelektrophorese von Gesamtprotein-Extrakten aus HCT-
116 Zellen nach 72h. A: Kontrolle; B: + 40µM Pioglitazon. Der schwarze Pfeil in B deutet auf einen 

















In Abb. 4.26 sind beispielhaft für die anderen Inkubationszeiten Silberfärbungen von 72 
Stunden Extrakten dargestellten. Der Schwerpunkt der pH-Wert Auftrennung lag hierbei 
bei pH 3-10. Bis auf die mit Pfeil markierte Stelle in B weisen sie keine wesentlichen 
Unterschiede in Bezug auf ihre Proteinzusammensetzungen auf. Das betreffende Protein 
wurde mittels MALDI-TOF Analyse untersucht und identifiziert (siehe 4.5). 
Da die Regulation der zellulären Aktivität nicht nur durch die veränderte Proteinexpression, 
sondern unter anderem auch mittels Phosphorylierung und Dephosphorylierung erfolgen 
kann, wurden Gesamtproteinextrakte in Hinsicht auf ihr Phosphorylierungsmuster 
untersucht. Dabei wurden die Proteine nach zweidimensionaler Gelelektrophorese mit 
ProQ®-Diamond-Phosphoprotein-Färbung behandelt und auf einem UV-Transilluminator 
















































Abb. 4.27: Phosphoprotein-Färbung einer zweidimensionalen Gelelektrophorese von Gesamtprotein-
Extrakten von HCT-116 Zellen nach 72h. Unterschiede im Phosphorylierungsmuster sind mit Kreisen 
gekennzeichnet (Grün: in der jeweiligen Abbildung hoch reguliert, Rot: in der jeweiligen Abbildung runter 




























Bei der Phosphoprotein-Färbung zeigte sich für das in der Silberfärbung regulierte Protein 
F ein deutlicher Unterschied im Phosphorylierungsmuster mit einer vermehrten 
Phosphorylierung unter Pioglitazon-Behandlung. Dagegen konnten die Punkte A-E in 
weiteren Phosphoprotein-Färbungen nicht erneut dargestellt werden.  
 
4.5 Massenspektrometrische Untersuchungen 
Für die Bestimmung des Phosphorylierungs-regulierten Proteins wurden die Gele nach 
zweidimensionaler Gelelektrophorese mit Comassi gefärbt und das betreffende Protein aus 
dem Gel ausgeschnitten. Nach In-Gel-Verdau mit Trypsin erfolgte die Bestimmung der 
Proteinfragment-Grössen mittels MALDI-TOF-Analyse, die so ermittelten Peptidgrößen 
wurden mit einer Protein-Datenbank (Matrixscience.com) verglichen. Das Ergebnis des 













































Match to:  KRHU9  
Score:  147  
keratin 19, type I, cytoskeletal - human 
 
Nominal mass (Mr):  44065; Calculated pI value: 5.04 
 
Fixed modifications:  Carbamidomethyl (C) 
Variable modifications:  Oxidation (M) 
Cleavage by Trypsin:  cuts C-term side of KR unless next residue is P 
Peptide Mass Tolerance :  ± 0.4 Da 
Max Missed Cleavages   :  0 
Number of mass values searched:  10 
Number of mass values matched:  9 
Sequence Coverage:  23% 
 
     1 MTSYSYR QSS ATSSFGGLGG GSVRFGPGVA FR APSIHGGS GGRGVSVSSA  
    51 RFVSSSSSGG YGGGYGGVLT ASDGLLAGNE KLTMQNLNDR LASYLDKVRA  
   101 LEAANGELEV KIRDWYQKQG PGPSR DYSHY YTTIQDLR DK ILGATIENSR  
   151 IVLQIDNARL AADDFRTK FE TEQALR MSVE ADINGLRRVL DELTLARTDL  
   201 EMQIEGLKEE LAYLKK NHEE EISTLR GQVG GQVSVEVDSA PGTDLAKILS  
   251 DMR SQYEVMA EQNRKDAEAW FTSR TEELNR EVAGHTEQLQ MSRSEVTDLR  
   301 RTLQGLEIEL QSQLSMKAAL EDTLAETEAR FGAQLAHIQA LISGIEAQLG  
   351 DVRADSER QN QEYQR LMDIK SRLEQEIATY RSLLEGQEDH YNNLSASKVL  
   401  
 
Start - End   Observed   Mr(expt)  Mr(calc)   Delta   Miss  Sequence 
     8 - 24     1554.88   1553.87   1553.74     0.13      0   R.QSSATSSFGGLGGGSVR.F   
    25 - 32       850.62    849.61    849.45      0.16      0   R.FGPGVAFR.A   
    82 - 90      1104.26   1103.25   1103.54    -0.29      0   K.LTMQNLNDR.L   
   126 - 138     1675.09   1674.08   1673.77     0.31      0   R.DYSHYYTTIQDLR.D   
   169 - 176      993.69    992.68    992.49      0.19      0   K.FETEQALR.M   
   217 - 226     1227.90   1226.89   1226.59     0.30      0   K.NHEEEISTLR.G   
   254 - 264     1354.93   1353.92   1353.60     0.32      0   R.SQYEVMAEQNR.K   
   266 - 274     1082.75   1081.74   1081.48     0.26      0   K.DAEAWFTSR.T   
   359 - 365      965.73    964.72    964.44      0.29      0   R.QNQEYQR.L   
 
 
Abb. 4.28: Ergebnis der Maldi-TOF-Analyse für den in 4.4 identifizierten Protein-Spot. Darstellung der 





Die Bestätigung der durch die MALDI-TOF-Analyse erhaltenen Erkenntnisse erfolgte 
durch Western-Blot nach vorheriger zweidimensionaler Gelelektrophorese. Zur 
Lokalisation des relevanten Proteins erfolgte eine Färbung der Nitrozellulose-Membran mit 
Ponceau S und anschließend die Behandlung der Membran mit Zytokeratin 19 Antikörpern 
(Abb. 4.29). 
 
Abb. 4.29: Ponceau S-Färbung einer zweidimensionalen Western-Blots eines 72h-Gesamtproteinextraktes aus 
HCT-116 Zellen (A). Anschließend wurde die Membran mit Zytokeratin 19 Antikörpern behandelt (B). 
 
Wie in Abb. 4.29 gezeigt, handelte es sich bei dem in der Silberfärbung und der 
Phosphoprotein-Färbung ermittelten Spot um Zytokeratin 19 (grüner Pfeil in Abb. 4.29B). 
Bei der über Zytokeratin 19 liegenden Bande handelt es sich um eine unspezifische 











4.6 Wirkung von Pioglitazon auf die Phosphorylierung 
von Zytokeratin 19 in HCT-116 Zellen 
Zytokeratine gehören zu den Intermediärfilamenten und sind wichtiger Bestandteil des 
Zytoskeletts. Ihre Aufgabe besteht in der Gewährleistung der mechanischen Stabilität von 
Zellen. Hyperphosphorylierung von Zytokeratinen erhöht deren Löslichkeit und ist an der 
Regulation des Zellzyklus beteiligt107. Des Weiteren spielen Zytokeratine bei der Reaktion 
der Zelle auf Stress und Apoptose eine bedeutende Rolle117.  
Nach Inkubation von HCT-116 Zellen über unterschiedliche Zeiträume mit 40µM 
Pioglitazon wurden Gesamtproteinextrakte hergestellt und anschließend die Zytokeratin 19 
(CK 19) Expression mittels Western-Blot untersucht. Hierbei ergab sich kein Unterschied 








Abb. 4.30: Die Behandlung von HCT-116 Zellen mit Pioglitazon hat keinen Einfluss auf die Proteinmenge 
von Zytokeratin 19. Die Zellen wurden 24, 48 und 72 Stunden in An- und Abwesenheit von 40µM 
Pioglitazon inkubiert und anschließend ein Western-Blot mit Antikörpern gegen Zytokeratin 19 durchgeführt. 
Zur Kontrolle der aufgetragenen Proteinmengen wurde anschließend ein Western-Blot mit Antikörpern gegen 
β-Aktin durchgeführt. 
 
Da die Phosphoprotein-Färbung von Gesamtproteinextrakten HCT-116 Zellen die 
Vermutung nahe legte, dass Pioglitazon eine Hyperphosphorylierung von CK 19 bewirkt, 
wurde im Folgenden die Phosphorylierung von CK 19 untersucht. Hierzu wurden nach 24h, 
48h und 72h Gesamtproteinextrakte von Kontrollzellen und mit 40µM Pioglitazon 
β-Aktin 
Zytokeratin 19 
24h 48h 72h 




behandelten Zellen hergestellt. Da keine Antikörper gegen phosphoryliertes Zytokeratin 19 
existieren, musste zunächst eine Immunpräzipitation (I.P.) durchgeführt werden. Auf diese 
Weise isoliertes Zytokeratin 19 wurde anschließend mit Phospho-Tyrosin-Antikörpern 
(pTyr-AK) im Western-Blot und mittels Phosphoprotein-Färbung analysiert. Zur Kontrolle 
der aufgetragenen Proteinmengen stand nach der I.P. kein Aktin mehr zur Verfügung. 
Deswegen wurden die SDS-Gele nach dem Blotten mit Silber gefärbt und die so sichtbar 









Abb. 4.31: Die Behandlung von HCT-116 Zellen mit Pioglitazon bewirkt eine Hyperphosphorylierung von 
Zytokeratin 19. Die Zellen wurden 24, 48 und 72 Stunden in An- und Abwesenheit von 40µM Pioglitazon 
inkubiert. Anschließend wurde eine Immunpräzipitation von Zytokeratin 19 durchgeführt. So isoliertes 
Zytokeratin 19 wurde zunächst mit dem ProQ-Diamond Phosphoproteinstain behandelt (mittlere Reihe), und 
anschließend ein Western-Blot durchgeführt. Bei letzterem wurden Antikörpern gegen phospho-Tyrosin 
verwendet (untere Reihe). Zur Kontrolle der aufgetragenen Proteinmengen wurde eine Silberfärbung der noch 
im SDS-Gel verbliebenen Proteine durchgeführt (obere Reihe). 
 
Wie in Abb. 4.31 dargestellt führte die Inkubation von HCT-116 Zellen mit Pioglitazon zu 
einer deutlichen Erhöhung der Tyrosin-Phosphorylierung von Zytokeratin 19, wohingegen 
die Phosphorylierung in unbehandelten HCT-116 Zellen relativ gering ist. 
 
Silverstain I.P. CK19  
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4.6.1 Die Hyperphosphorylierung von Zytokeratin 19 ist 
PPAR-γ unabhängig 
Um zu untersuchen, ob es einen Zusammenhang zwischen der Aktivierung vor PPAR-γ 
durch Pioglitazon und der Hyperphosphorylierung von Zytokeratin 19 gibt, wurden HCT-
116 Zellen mit 2µM des PPAR-γ Antagonisten GW9662 für eine Stunde vorbehandelt und 
anschließend über 24h, 48h und 72h mit 40µM Pioglitazon inkubiert. Analog zu den 
Ergebnissen unter 4.6 zeigte sich im Western-Blot keine Regulation von Zytokeratin 19 
(Abb. 4.32), wohingegen die Hyperphosphorylierung sowohl in der Phosphoprotein-
Färbung, als auch im Phospho-Thyrosin Western-Blot nach Gabe von GW9662 








Abb. 4.32: Die Behandlung von HCT-116 Zellen mit Pioglitazon und dem selektiven PPAR-γ Antagonisten 
GW9662 hat keinen Einfluss auf die Proteinmenge von Zytokeratin 19. Die Zellen wurden 24, 48 und 72 
Stunden in An- und Abwesenheit von 40µM Pioglitazon und mit und ohne 2µM GW9662 inkubiert und 
anschließend ein Western-Blot mit Antikörpern gegen Zytokeratin 19 durchgeführt. Zur Kontrolle der 
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Abb. 4.33: Die Hyperphosphorylierung von Zytokeratin 19 unter der Behandlung mit Pioglitazon ist PPAR-γ 
unabhängig. Die Zellen wurden 24, 48 und 72 Stunden in An- und Abwesenheit von 40µM Pioglitazon und 
mit und ohne 2µM des selektiven PPAR-γ Antagonisten GW9662 inkubiert. Anschließend wurde eine 
Immunpräzipitation von Zytokeratin 19 durchgeführt. So isoliertes Zytokeratin 19 wurde zunächst mit dem 
ProQ-Diamond Phosphoproteinstain behandelt (mittlere Reihe) und anschließend ein Western-Blot 
durchgeführt. Bei letzterem wurden Antikörpern gegen phospho-Tyrosin verwendet (untere Reihe). Zur 
Kontrolle der aufgetragenen Proteinmengen wurde eine Silberfärbung der noch im SDS-Gel verbliebenen 
Proteine durchgeführt (obere Reihe). Bei letzterer zeigte sich für die Bahn des 72h Kontroll-Proteinextraktes 
eine verminderte Menge an aufgetragenem Protein im Vergleich zu den anderen drei Bahnen nach 72h. Unter 
Berücksichtigung der Ergebnisse nach 24h und 48h, sowie der Abb. 4.32 lässt sich dennoch eine Aussage 
über das Phosphorylierungsverhalten von Zytokeratin 19 nach Inkubation mit GW9662 machen. 
 
4.7 Wirkung von Pioglitazon auf die Proteinexpression 
von pdcd4 in HCT-116 Zellen 
In Studien konnte für das „programmed cell death 4“-Protein (pdcd4) ein 
wachstumshemmender Effekt in Kolon- und Lungenkarzinom-Zellen58 gezeigt werden. 
Dabei führte eine Überexpression von pdcd4 Zelllinien-abhängig zur Induktion von 
Apoptose2,156,192, bzw. zu einer Beeinflussung Zellzyklus-regulierender Proteine wie cdk1, 
cdk4/6 p21cip1/waf158,81,87. In den folgenden Versuchen wurde untersucht, ob die unter 4.3.1.1 
identifizierten Veränderungen der Proteinexpression von cdk4, Cyclin D3 und p21
cip1/waf1 
mit einer Regulation von pdcd4 einhergehen. Hierzu wurden HCT-116 Zellen über 
Silverstain I.P. CK 19 
Phosphostain I.P. CK 19 
Western-Blot CK 19 pTyr  
24h 48h 72h 
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unterschiedliche Zeiträume mit 40µM Pioglitazon behandelt und die pdcd4-
Proteinexpression im Western-Blot mit Hilfe von Antikörpern bestimmt. Während die 
pdcd4-Expression in unbehandelten HCT-116 Zellen relativ hoch ist, führte die 
Behandlung der Zellen mit Pioglitazon zu einer zeitabhängigen Abnahme der 
Proteinexpression (Abb. 4.34A). Die Abhängigkeit dieser Veränderungen von PPAR-γ 
wurde mit Hilfe des selektiven PPAR-γ Antagonisten GW9662 untersucht. Hierbei wurden 
die Zellen wie oben beschrieben behandelt und zusätzlich mit 2µg GW9662 inkubiert. Es 
zeigte sich, dass die Pioglitazon-vermittelte Erniedrigung von pdcd4 durch Blockade von 
PPAR-γ nicht antagonisiert werden konnte. Vielmehr führte die Inkubation der Zellen mit 














Abb. 4.34: Die Behandlung von HCT-116 Zellen mit bewirkt eine PPAR-γ-unabhängige Erniedrigung der 
Proteinexpression von pdcd4. Die Zellen wurden 24, 48 und 72 Stunden in An- und Abwesenheit von 40µM 
Pioglitazon (A), sowie in einem weiteren Experiment mit und ohne 2µM des selektiven PPAR-γ Antagonisten 
GW9662 (B) inkubiert und anschließend ein Western-Blot mit Antikörpern gegen pdcd4 durchgeführt. Zur 
Kontrolle der aufgetragenen Proteinmengen wurde anschließend ein Western-Blot mit Antikörpern gegen 
β-Aktin durchgeführt. 
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4.7.1 Die Transfektion von HCT-116 Zellen mit siRNA gegen 
pdcd4 führt zu einer Wachstumshemmung 
Durch die Transfektion von Zellen mit spezifischen siRNAs ist es möglich, selektiv die 
Expression von bestimmten Proteinen zu unterdrücken. Um die Frage zu beantworten, ob 
pdcd4 einen Einfluss auf das Wachstum von HCT-116 Zellen hat, wurden die Zellen mit 
siRNA gegen pdcd4 stabil transfiziert. Die Reduktion der pdcd4 Proteinexpression ist in 









Abb. 4.35: Western-Blot mit Antikörpern, die gegen pdcd4 gerichtet sind von Mock- und stabil mit pdcd4-
siRNA transfizierten HCT-116 Zellen. Zur Kontrolle der aufgetragenen Proteinmengen wurde der Blot 
anschließend mit Antikörpern gegen β-Aktin behandelt. 
 
Mittels MTT-Assay wurde jetzt das Wachstum der mit pdcd4-siRNA behandelten Zellen 
mit dem von Mock-transfizierten Kontrollzellen nach 72h verglichen. Hier fand sich eine 
um ca. 20% reduzierte Zellzahl der si-transfizierten Klone im Vergleich zur Kontrolle 















































Abb. 4.36: Die Transfektion von HCT-116 Zellen mit siRNA gegen pdcd4 bewirkt eine 
Wachstumshemmung. Die Zellen wurden stabil mit siRNA gegen pdcd4 transfiziert und nach 72h das 
Wachstum mittels MTT-Assay bestimmt. Die Abbildung zeigt Mittelwerte aus mindestens drei von einander 
unabhängigen Versuchen sowie die SD. 
 
Wie aus den Abb. 4.36 ersichtlich, führt die Suppression von pdcd4 durch siRNA, zu einer 
Erniedrigung des Zellwachstums auf 77% der Kontrollzellen nach 72 Stunden. Da in der 
Literatur pdcd4 als Tumorsuppressor beschrieben wird, wurde zur Kontrolle dieses 
widersprüchlichen Ergebnisses die kodierende Sequenz des endogenen pdcd4 hinsichtlich 
einer möglichen Mutation untersucht. Hierzu wurde Gesamt-mRNA aus HCT-116 Zellen 
isoliert und mittels RT-PCR cDNA für pdcd4 hergestellt. Die so erhaltenen Proben wurden 
von GATC Biotech AG analysiert. Der Abgleich der ermittelten Sequenz für pdcd4 mit 
einer elektronischen Internetdatenbank ergab an Stelle 143 den Austausch des Nukleotids 
Cytosin gegen Adenin, was zu einem Austausch der Aminosäure Tyrosin gegen Serin an 











Abb. 4.37: Sequenzierung der pdcd4 cDNA aus HCT-116 und Abgleich mit der Datenbank (A, jeweils obere 
Reihe). Resultierende Aminosäure-(AS)-Sequenz (B). 
 
Zur Kontrolle der detektierten Mutation wurde die Aminosäuresequenz aus HCT-116 
Zellen zusätzlich mit der pdcd4 Aminosäuresequenz aus Leukozyten eines gesunden 
Spenders verglichen. Wie in Abb. 4.38 zu erkennen fand sich auch hier ein Austausch von 
Cytosin gegen Adenin an Position 143, so dass es sich bei der im Internet veröffentlichten 




Abb. 4.38: Vergleich der Basensequenz von pdcd4 aus HCT-116 Zellen und human Leukozyten mit der 


































5.1 Wirkung von Pioglitazon auf das Wachstum von 
HCT-116 und HT-29 Zellen 
Die Inzidenz des kolorektalen Karzinoms hat seit 1975 ständig zugenommen und ist heute 
mit über einer Millionen Neuerkrankungen der dritthäufigste Tumor weltweit. Obwohl sich 
die Prognose durch moderne Therapieverfahren gebessert hat177, wird selten eine komplette 
Remission erreicht. Um die Heilungsraten des KRK zu verbessern sind deshalb ein 
Verständnis der Pathogenese sowie die Entwicklung neuer Therapieoptionen von 
entscheidender Bedeutung. Eine dieser neuen Therapiemöglichkeiten könnte die 
Aktivierung des „peroxisome proliferator activated rezeptor“ (PPAR) sein. 
PPAR ist ein nukleärer Transkriptionsfaktor82,102 und spielt eine bedeutende Rolle in vielen 
biologischen Prozessen, darunter Adipogenese, Glukosestoffwechsel, sowie die Regulation 
von Zellwachstum und -differenzierung21,141,164. Bislang konnten drei PPAR-Subtypen 
identifiziert werden, nämlich PPAR α, β und γ, wobei sich diese in Bezug auf Lokalisation 
und Funktion unterscheiden. Unter diesen Subtypen ist PPAR-γ der am besten untersuchte 
Rezeptor. Er wird sowohl von natürlich vorkommenden Liganden, wie etwa15-Desoxy-
Delta-(12,14)-Prostaglandin J2 aktiviert
53,100, als auch von synthetischen, wie den 
Thiazolidindionen (TZDs)14. TZDs, zu denen auch Pioglitazon gehört, umfassen eine 
Gruppe von Medikamenten, die ursprünglich zur Therapie des Diabetes Typ-II entwickelt 
wurden. In den letzten Jahren hat sich jedoch gezeigt, dass TZD über die Aktivierung von 
PPAR-γ nicht nur einen antidiabetischen, sondern ebenfalls einen antiproliferativen Effekt 
auf diverse Tumorzellen besitzt35,42,49,60,71. Dieser wachstumshemmende Effekt war 
entweder bedingt durch die Induktion von Apoptose, Zellzyklus-Arrest oder durch die 
Induktion terminaler Differenzierung und konnte für Karzinome des Kolon144, der Brust42, 
der Hypophyse74, Pankreas126 und Ösophagus71 nachgewiesen werden. Ausgehend von 
diesen Beobachtungen, dass TZDs einen wachstumshemmenden Effekt in diversen 
Karzinom-Zelllinien besitzt, stellte sich die Frage, ob und über welche Mechanismen die 
Behandlung von HCT-116 und HT-29 Zellen mit Pioglitazon zu einer Verminderung des 




PPAR-γ wird in vielen Zelllinien exprimiert16,66. Wie bereits für HT-29 Zellen geschehen60, 
wurde zunächst die PPAR-γ Proteinexpression in HCT-116 nachgewiesen (Abb. 4.4). Die 
Behandlung mit Pioglitazon führte in beiden untersuchten Zelllinien zu einer Erniedrigung 
der Zellzahl im MTT-Assay (Abb. 4.1). Diese Ergebnisse stimmen mit denen von Kitamura 
et al. überein, in denen ein wachstumshemmender Effekt von Troglitazon auf 
unterschiedliche Kolonkarzinom-Zelllinien gezeigt werden konnte98. Durch die Gabe des 
selektiven PPAR-γ Antagonisten GW9662 konnte der inhibitorische Effekt von Pioglitazon 
auf die untersuchten Zelllinien antagonisiert werden (Abb. 4.6 und 4.7). Dieses Ergebnis 
legt die Vermutung nahe, dass der wachstumshemmende Effekt von Pioglitazon auf HCT-
116 und HT-29 PPAR-γ vermittelt ist. 
 
5.2 Wirkung von Pioglitazon auf den Zellzyklus von 
HCT-116 Zellen 
Die verminderte Zellzahl nach Pioglitazon-Behandlung war begleitet von einer ebenfalls 
erniedrigten Laktatdehydrogenase (LDH)-Aktivität in den Mediumüberständen. LDH ist 
ein Enzym, welches beim Untergang von Zellen passiv an das Medium abgegeben wird, 
und kann somit als Marker für stattgefundenen Zelltod dienen. Die Erniedrigung der LDH-
Aktivität unter Pioglitazon-Behandlung war ebenfalls PPAR-γ abhängig, und ließ 
vermuten, dass Pioglitazon seinen antiproliferativen Effekt auf die HCT-116 und HT-29 
Zellen nicht über eine erhöhte Zellsterberate vermittelt (Abb. 4.8). Diese Annahme konnte 
durch durchflusszytometrische Untersuchungen der Zellzyklusverteilung für die HCT-116 
Zellen bestätigt werden. Der Zellzyklus besteht aus mehreren Phasen: G1-, S-, G2- und M-
Phase. Während der G1-Phase bereitet sich die Zelle auf die Replikation der DNA vor, 
welche in der darauf folgenden S-Phase erfolgt. Der S-Phase folgt eine weitere Zwischen-
Phase, die G2-Phase, in der die Zelle auf die Mitose in der M-Phase vorbereitet wird. Vor 
der Replikation der DNA können Zellen in der G1 in ein Ruhestadium übergehen, der 
G0-Phase
130. Der Übergang von einer Zellzyklusphase in die nächste wird von 




Cyclin-abhängigen Kinasen (cdks) ein, welche an bestimmten Punkten des Zellzyklus 
aktiviert werden (siehe Abb.5.1). Cdks alleine haben nur eine geringe katalytische 
Aktivität. Für ihre Aktivierung ist die Interaktion mit einer Gruppe von regulatorischen 
Proteinen, den Cyclinen notwendig. Wie auch bei den cdks werden für die verschiedenen 




















Abb. 5.1: Schematische Darstellung der an der Regulation des Zellzyklus beteiligten Proteine Cyclin und cdk 




















Weiterhin verfügt der Zellzyklus noch über mehrere so genannte „checkpoints“: Als 
Antwort auf eine Schädigung der DNA wird an diesen „checkpoints“ der Zellzyklus 
angehalten. Während dieser Phasen findet eine Reparatur der DNA statt. Solche 
Kontrollstellen finden sich vor der S-Phase (G1/S-checkpoint), sowie nach der DNA-
Replikation vor der M-Phase (G2/M-checkpoint)
70. 
In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von PPAR-γ durch 
spezifische Agonisten zu einem Arrest in unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus führt. 
Die Art des Zellzyklus-Arrest war jeweils abhängig von dem verwendeten TZD sowie der 
Zelllinie54,104,185. Aus diesem Grund wurden durchflusszytometrische Untersuchen 
durchgeführt, bei denen die Zellzyklusverteilung von HCT-116 Zellen mit und ohne 
Pioglitazon-Behandlung bestimmt wurde. Hier zeigte sich eine Erhöhung der 
Zellpopulation in der G0/G1-Phase um 10-15% unter Pioglitazon-Behandlung, welche eine 
Erniedrigung der Zellen in der S- und G2/M-Phase zur Folge hatte (Abb. 4.10-4.12). Dieser 
G0/G1-Arrest war begleitet von einer Runterregulation von cdk4 und Cyclin D3 im Western-
Blot (Abb. 4.13 und 4.14). 
Der durch Schäden an der DNA verursachte Zellzyklusarrest am G1/S-checkpoint ist p53 
abhängig114. Unter normalen Umständen ist die Proteinmenge an p53 in der Zelle relativ 
niedrig. DNA-Schädigung führt jedoch zu einer Induktion von p53, welches die 
Transkription unterschiedlicher Gene induziert, darunter Mdm2 Bax und p21cip1/waf13. 
p21cip1/waf1 gehört zu den Cyclin-abhängigen Kinease-Inhibitoren (CKI) und bewirkt über 
Inhibition der cdks einen Zellzyklus-Arrest in der G1-Phase
103,155. Bestimmungen der 
Proteinexpression über Western-Blot-Analysen ergaben in HCT-116 Zellen jedoch keine 
Regulation von p53 (Abb. 4.21), was vermuten lässt, dass die Behandlung der Zellen mit 
Pioglitazon nicht zu einer Stabilisierung des p53 Proteins führt. Dass Pioglitazon dennoch 
zu einer Schädigung der DNA führt zeigt die im Western-Blot detektierte proteolytische 
Aktivierung von PARP (Abb. 4.22), einem Protein, welches - abhängig vom Ausmaß der 
Schädigung - DNA-Reparaturenzyme aktiviert oder Apoptose der Zelle initiiert19.  
Interessanterweise konnte auch eine Erniedrigung der Proteinmenge an p21cip1/waf1 unter der 
Wirkung von Pioglitazon nachgewiesen werden (Abb. 4.15). Dieses Ergebnis steht im 




und Karzinoid-Zellen60 gemacht wurden, bei denen die Aktivierung von PPAR-γ durch 
TZDs zu einer Induktion von p21cip1/waf1 führt. Eine mögliche Erklärung für die 
Erniedrigung der p21cip1/waf1 Proteinexpression in HCT-116 Zellen könnte die Interaktion 
von PPAR-γ mit dem anti-apoptotischen NF-κB-Signalweg sein (siehe Abb.5.2). NF-κB ist 
ein nukleärer Transkriptionsfaktor, welcher bei der Immunantwort und 
Entzündungsreaktion eine wesentliche Rolle spielt, aber auch einen Schutz vor Apoptose 
vermittelt10,162. Die Aktivierung von NF-κB führte im Mausmodell und in humanen 
Fibroblasten unter anderem zu einer Erhöhung der Proteinexpression von p21cip1/waf1, p27110 
und Cyclin D1
69. Eine Verbindung des NF-κB- und des PPAR-γ-Signalweges konnte von 
Chinetti et al. gezeigt werden, die eine Inhibition von p65/RelA, einer DNA-bindenden 
Untereinheit von NF-κB, durch die Aktivierung von PPAR-γ in Makrophagen nachweisen 
konnte24,142. 
Somit könnte der in der FACS-Analyse beobachtete G0/G1-Arrest von mit Pioglitazon 
behandelten HCT-116 Zellen und die Runterregulation von cdk4 und Cyclin D3 über eine 









Abb. 5.2: Mögliche Interaktion von PPAR mit pdcd4 und dem NF-κB-Signalweg 
 
Ein weiteres Protein, für das ein Einfluss auf den Zellzyklus und die Apoptose in Zellen 
nachgewiesen werden konnte, ist das „programmed cell death 4“-Protein (pdcd4). Pdcd4 ist 
ein Tumorsupressor-Protein, welches seinen anti-proliferativen Effekt über zwei MA-3 
Domänen entfaltet, wie sie auch in Translation-Initiationsfaktoren eIF4G I und eIF4G II 
vorkommen. MA-3 Domänen sind beteiligt an der Protein-Protein-Interaktion wodurch 
eIF4G in der Lage ist an eIF4A, einer ATP-abhängigen RNA-Helicase, zu binden und diese 
zu aktivieren140. Pdcd4 konkurriert mit eIF4G um die Bindung an eIF4A und führt so zu 
einer Hemmung der Translation, wodurch sich der antiproliferative Effekt von pdcd4 
ergibt57,187. In neuroendokrinen Tumorzellen war eine erhöhte Expression von pdcd4 
verbunden mit einer Wachstumshemmung. Das verminderte Zellwachstum war begleitet 
von einer Verringerung der Expression von cdk4 und cdk6 und einer Erhöhung von 
p21cip1/waf162. Es stellte sich also die Frage, ob die in HCT-116 Zellen beobachtete 
Erniedrigung der cdk4-Expression mit einer Veränderung der pdcd4-Proteinexpression in 
diesen Zellen einherging. In Western-Blot Analysen, bei denen Antikörper gegen pdcd4 
PPAR-γ 










verwendet wurden, ergab sich eine Erniedrigung der Proteingesamtmenge an pdcd4 unter 
der Behandlung mit Pioglitazon (Abb. 4.34). Dieses Ergebnis ist insofern interessant, als 
dass eine verminderte Expression an pdcd4 nach bisheriger Auffassung einen 
wachstumsfördernden Effekt haben müsste. Um zu überprüfen, ob sich dieser Effekt auch 
in anderen Karzinomzelllinien nachweisen lässt, wurde der Versuch mit Jurkat-
Leukämiezellen wiederholt. Auch hier resultierte die Behandlung mit Pioglitazon in einer 
Erniedrigung der pdcd4-Expression (Daten nicht gezeigt). Um die Rolle von pdcd4 in 
HCT-116 Zellen weiter zu untersuchen wurden deswegen HCT-116 Zellen mit siRNA 
gegen pdcd4 transfiziert. Die Effektivität der Transfektion wurde mittels Western-Blot 
Analyse überprüft, bei der Antikörper gegen pdcd4 verwendet wurden (Abb. 4. 35). Hier 
ergab sich eine deutliche Erniedrigung der pdcd4-Proteinexpression. Anschließend wurde 
das Zellwachstum dieser Klone mittels MTT-Assay untersucht (Abb. 4.36). Es zeigte sich 
eine moderate Wachstumshemmung der pdcd4-siRNA Klone im Vergleich zu 
Mock-transfizierten Zellen um ca. 20% nach 72 Stunden. Die Erstellung einer cDNA von 
pdcd4 und anschließende Sequenzierung konnte eine Mutation im Gen für pdcd4 in HCT-
116 ausschließen (Abb. 4.37 und 4.38). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass zum 
regelrechten Ablauf des Zellzyklus und damit zur Proliferation eine Schwellendosis an 
pdcd4 vorhanden sein muss. Wird diese Menge unterschritten, resultiert das ebenso wie 
eine vermehrte Expression an pdcd4 in einer Wachstumshemmung. In dieser Arbeit wird 
zum ersten Mal eine Erniedrigung der pdcd4-Proteinexpression durch PPAR-γ Agonisten 
beschrieben. Über welchen Mechanismus diese Interaktion erfolgt, muss in weiteren 
Experimenten genauer untersucht werden, da die regulatorischen Mechanismen der pdcd4-
Expression bislang noch nicht identifiziert werden konnten.  
 
5.3 Wirkung von Pioglitazon auf das Apoptose-Verhalten 
von HCT-116 Zellen 
Störungen im normalen Ablauf des Zellzyklus können Apoptose zur Folge haben. Neben 




behandelten HCT-116 Zellen also auch durch Apoptose bedingt sein163. Aus diesem Grund 
wurde die spezifische Apoptoserate in HCT-116 Zellen nach Behandlung mit Pioglitazon 
bestimmt. Hier ergab sich lediglich eine mässige Erhöhung der spezifischen Apoptose um 
4-6% (Abb. 4.17). Auch in Western-Blot Analysen zeigte sich keine Regulation bzw. 
Aktivierung der pro-apoptotischen Enzyme Caspase 3, 10 und von p53. Lediglich für 
Caspase 9 konnte auf Proteinebene eine Regulation im Sinne einer Erniedrigung der 
Proteinexpression gefunden werden, was jedoch nicht auf die Aktivierung der Caspase 
zurückzuführen ist, da auch das 30kD große Spaltprodukt vermindert nachweisbar war 
(Abb. 4.18-4.21).  
In einigen Studien führte die Aktivierung von PPAR-γ durch TZDs zu einer erhöhten 
Sensibilität gegenüber TRAIL-vermittelter Apoptose. Dies konnte unter anderem für HT-
29, Jurkat und NCI-H727 Zellen gezeigt werden59,60. Aus diesen Beobachtungen ergab sich 
die Frage nach der Wirkung von TRAIL in HCT-116 Zellen bei gleichzeitiger Behandlung 
mit Pioglitazon. Zunächst wurde die Empfindlichkeit der Zellen auf die durch TRAIL-
vermittelte Apoptose untersucht. Hier ergab sich eine zeit- und konzentrationsabhängige 
Inhibition des Zellwachstums (Abb. 4.23). Die zusätzliche Inkubation der Zellen mit 
Pioglitazon zeigte dagegen nur einen additiven, und nicht -wie für HT-29, Jurkat59 und 
NCI-H727 Karzinoid Zellen60 beschrieben- einen synergistischen Effekt (Abb. 4.24 und 
4.25). Eine mögliche Ursache könnte darin bestehen, dass die Verteilung der TRAIL-
Rezeptoren auf der Oberfläche von HCT-116 sich zu der auf HT-29 oder Jurkat-Zellen 
unterscheidet. So konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung der TRAIL-Rezeptoren R1, 
R2 und auch R4 zu einer Aktivierung von NF-κB führt30,120, was eine vermehrte Expression 
von anti-apoptotischen Proteinen zu Folge hat173. Eine erhöhte Rezeptorendichte von 
TRAIL-R4 auf HCT-116 Zellen würde somit zu einer vermehrten Aktivierung von NF-κB 
führen, und der durch TRAIL vermittelten Apoptose entgegenwirken. Für NCI-H727 
Zellen konnte der Synergismus von TRAIL und Pioglitazon auf eine vermehrte Expression 
von p21cip1/waf1 zurückgeführt werden60. Eine weitere mögliche Ursache für die im 
Vergleich zu den oben genannten Zellreihen verminderte Apoptoserate bei gleichzeitiger 
TRAIL und Pioglitazon-Inkubation in HCT-116 Zellen könnte somit die durch Pioglitazon 




5.4 Wirkung von Pioglitazon auf die Phosphorylierung 
von Zytokeratin 19 
Zytokeratine (CKs) gehören zu den Intermediärfilamenten und sind wichtiger Bestandteil 
des Zytoskeletts. Ihre Aufgabe besteht in der Gewährleistung der mechanischen Stabilität 
von Zellen. Die Familie der Zytokeratine umfasst mehr als 50 verschiedene Mitglieder, 
welche in zwei Gruppen unterteilt werden76,124. Typ I Keratine beinhalten CK 9-23, sowie 
die Haar-Keratine Ha1-Ha8. Zu den Typ II Keratinen gehören CK 1-8 und die Haar-
Keratine Hb1-Hb6. Zur Ausbildung des Zytoskeletts lagert sich jeweils ein Typ I CK mit 
einem Typ II CK zusammen, so dass zwar die vorherrschenden CKs in den verschiedenen 
Geweben unterschiedlich sind, jedoch das Verhältnis von Typ I-CK zu Typ II-CK in jedem 
Gewebe 1 ergibt27. 
Die Phosphorylierung ist eine wichtige regulatorische Modifikation für die Funktion von 
Zytokeratinen132,193. Es konnte gezeigt werden, dass es während der Interphase des 
Zellzyklus zu einer vermehrten Phosphorylierung von Zytokeratinen kommt, wodurch sich 
deren Löslichkeit erhöht. Darüber hinaus spielen Zytokeratine als Adapterproteine eine 
wichtige Rolle: Durch reversible Bindung von Proteinen bringen Zytokeratine diese in 
unmittelbare Nähe, so dass eine Reaktion erfolgen kann. Zum Beispiel führt die 
Phosphorylierung von CK 18 während der Mitose zu einer Bindung des 14-3-3 Proteins an 
CK 8/CK 18, was ein wesentlicher Mechanismus in der Organisation und Spaltung von 
Zytokeratinen darstellt106. Mittels zweidimensionaler Gelelektrophorese und Western-Blot 
Analyse konnte in HCT-116 Zellen eine Hyperphosphorylierung von Zytokeratin 19 nach 
Behandlung der Zellen mit Pioglitazon nachgewiesen werden, wohingegen die 
Phosphorylierung von CK 19 in unbehandelten HCT-116 Zellen relativ gering ist (Abb. 
4.31-4.33). Über die Phosphorylierung von CK 19 ist noch relativ wenig bekannt. Im 
Rahmen dieser Arbeit wurde zum ersten Mal gezeigt, dass die Behandlung mit PPAR-γ 





5.5 PPAR-γ Aktivierung als Therapieoption bei Tumoren 
Die neoplastische Transformation von Zellen beruht auf einem Ungleichgewicht zwischen 
Zellproliferation, Apoptose und terminaler Differenzierung. Die Modulation dieser 
Prozesse mittels Bindung von Liganden an nukleäre Hormonrezeptoren stellt eine neue 
therapeuthische Möglichkeit bei der Behandlung maligner Erkrankungen dar. PPAR-γ ist 
ein solcher Rezeptor. Es konnte nachgewiesen werden, dass seine Aktivierung zu einer 
Inhibition der Zellproliferation und/oder der Induktion von Apotose führt42,60,71,74, sowie 
Einfluss auf die terminale Differenzierung hat34,127,166. Diese Beobachtungen gaben Anlass 
zu der Hoffnung, in der Aktivierung von PPAR-γ durch spezifische Liganden wie den 
TZDs eine wirksame Therapieoption für die Behandlung von Tumorerkrankungen 
gefunden zu haben. 
Es folgten einige klinische Studien, in denen der antineoplastische Effekt von PPAR-γ 
Agonisten auf unterschiedliche Karzinomearten untersucht wurde, darunter 
Liposarkome29,166, Prostatakarzinome79,128 und Karzinome der Brust20. Letztere musste 
jedoch vorzeitig abgebrochen werden, da das in der Studie verwendete Troglitazon 
aufgrund seiner Hepatotoxizität vom Markt genommen wurde. Insgesamt kamen die 
Studien zu widersprüchlichen Ergebnissen, wobei einige einen positiven Einfluss von 
PPAR-γ feststellen konnten79,128,166 andere jedoch nicht20,29. Eine mögliche Ursache dieser 
gegensätzlichen Ergebnisse könnte sein, dass die meisten Studien, die eine Wirkung von 
PPAR-γ Aktivierung auf Zellzyklus, Apoptose und Differenzierung nachweisen konnten, in 
vitro unter Zellkulturbedingungen gewonnen wurden. Weitere Schwierigkeiten bei der 
Interpretation dieser Studien ergaben sich daraus, dass vor der Behandlung mit PPAR-γ 
Agonisten nicht die Expression von PPAR-γ in den untersuchten Karzinomen bestimmt 
worden ist. Zudem war nicht sichergestellt, dass eine optimale Wirkkonzentration des oral 
verabreichten Medikaments erreicht wurde, da keine einheitlichen 
Medikamentendosierungen bestanden. Eine weitere mögliche Ursache dieser ambivalenten 
Resultate besteht darin, dass es sich in der Studie um Patienten mit bereits vorbehandelten 
Karzinomen handelte, bei denen die konventionelle Therapie versagt hatte. Um definitive 




von humanen Karzinomen in vivo machen zu können, ist demnach die Sicherstellung einer 
adäquaten Medikamentenkonzentration im Blut sowie die Überprüfung des PPAR-γ Status 
der Karzinome entscheidend. Eine Studie, die diese Überlegungen weitestgehend 
berücksichtigt, wurde 2007 von Yee et al. durchgeführt. Hier wurden 38 Frauen mit 
Brustkrebs in einem frühen Stadium über 2-6 Wochen mit 8mg Rosiglitazon behandelt. 
Diese Dosierung entsprach einer relativen Plasmakonzentration des Medikaments von 
1,67µM/l und liegt damit an der unteren Grenze des Wirkungsbereiches von 1-10µM/l, wie 
es für Rosiglitazon beim Mamma-Karzinom in vitro ermittelt worden ist. Vor der 
Behandlung mit Rosiglitazon wurde der PPAR-γ Status der Karzinome ermittelt, die 
Ansprechbarkeit auf die Behandlung wurde mittels der Expression von Ki67 ermittelt, 
einem nukleären Protein, welches von proliferierenden Zellen exprimiert wird. Auch in 
dieser Studie ergab sich kein Vorteil aus der Vorbehandlung mit dem PPAR-γ Agonisten 
Rosiglitazon189.  
Zusammenfassend kann man also sagen, dass die Wirkung von TZDs auf Tumorzellen 
abhängig von unterschiedlichen Faktoren ist, wie etwa der Zelllinie und der verwendeten 
Konzentration. Die Daten dieser Doktorarbeit zeigen eine mögliche Rolle von PPAR-γ 
Agonisten bei der Behandlung von kolorektalen Karzinomen. Trotz noch bestehender 
Schwierigkeiten in der Übertragung der in vitro Ergebnisse in vivo zeigt sich doch, dass die 
Aktivierung von PPAR-γ zukünftig eine mögliche Therapieoption bei der Behandlung von 
Neoplasien darstellt. Ob TZDs in Zukunft eine Rolle in der antineoplastischen Therapie 
spielen, muss jedoch in weiteren Studien gezeigt werden. Hierbei wäre es zudem 
interessant zu erfahren, ob durch die Kombination von PPAR-γ Agonisten mit üblichen 
antineoplastischen Therapieschemata wie Bestrahlung und Chemotherapie eine effektivere 
Wachstumshemmung von Karzinomen erreicht werden kann. In dieser und auch in anderen 
Arbeiten59,60 konnte ein sensibilisierender Effekt von Pioglitazon auf die durch TRAIL 
induzierte Apoptose gezeigt werden, so dass auch die Kombination von TZDs mit 
rekombinantem TRAIL als Therapieoption denkbar ist. Wenn es also gelingt, die 
Bedingungen der Zellkultur in klinischen Studien umzusetzen, könnte die Behandlung von 
humanen Karzinomen mit PPAR-γ Agonisten tatsächlich eine wirksame Ergänzung oder 
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Die Inzidenz des kolorektalen Karzinoms (KRK) hat seit 1975 ständig zugenommen und ist 
heute mit über einer Million Neuerkrankungen pro Jahr der dritthäufigste Tumor weltweit. 
Aus diesem Grund ist die Entwicklung neuer Strategien zur Behandlung des KRK von 
entscheidender Bedeutung. Eine dieser neuen Therapiemöglichkeiten könnte die 
Aktivierung des „peroxisome proliferator activated rezeptor“ (PPAR) durch 
Thiazolidindionen (TZDs) darstellen. TZDs, zu denen auch Pioglitazon gehört, umfassen 
eine Gruppe von Medikamenten, die ursprünglich zur Therapie des Diabetes Typ-II 
entwickelt wurden. In den letzten Jahren hat sich jedoch gezeigt, dass TZDs über die 
Aktivierung von PPAR-γ nicht nur einen antidiabetischen, sondern ebenfalls einen 
antiproliferativen Effekt auf diverse Tumorzellen besitzen.  
Um zu untersuchen, ob dies auch auf HCT-116 und HT-29 Zellen zutrifft, wurde zunächst 
die Expression von PPAR-γ in HCT-116 und HT-29 Zellen nachgewiesen. Die Inkubation 
der Zellen mit 40µM Pioglitazon führte in beiden Zelllinien zu einer deutlichen Reduktion 
des Zellwachstums unter Pioglitazon-Behandlung. Dieser antiproliferative Effekt war 
verbunden mit einer Erniedrigung der LDH-Aktivität, einem Marker für stattgefundenen 
Zelltod. Sowohl Wachstumshemmung als auch die Erniedrigung der LDH-Aktivität waren 
durch Blockade von PPAR-γ mittels des selektiven Inhibitor GW9662 reversibel, wodurch 
die PPAR-γ-Abhängigkeit der Pioglitazon-Wirkung auf das Wachstum von HCT-116 und 
HT-29 Zellen bewiesen werden konnte. Passend zu diesen Ergebnissen ergaben 
durchflusszytometrische Untersuchungen von HCT-116 Zellen eine nur mäßig gesteigerte 
Apoptoserate, wohingegen der Zellzyklus eine Arretierung der Zellen in der G0/G1-Phase 
aufwies. Dieser G0/G1-Arrest hatte eine verminderte Proteinexpression der am Zellzyklus 
beteiligten Enzyme cdk4, Cyclin D3 und p21
cip1/waf1 zur Folge, wohingegen keine 
Regulation von pro-apoptotischen Enzymen wie Caspase 3, 9, 10 und p53 zu beobachten 
war. 
Untersuchungen zur Wechselwirkung zwischen der Pioglitazon-Wirkung und der 
TRAIL-vermittelten Apoptose zeigten in HT-29 Zellen einen synergistischen Effekt bei 




HCT-116 Zellen jedoch nicht nachweisen ließ. Interessanterweise fand sich unter 
Pioglitazon-Behandlung auch eine Erniedrigung der Proteinexpression von pdcd4, einem 
Tumorsupressor-Protein, welches über die Inhibition von eIF4A auf die Translation wirkt. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Aktivierung von 
PPAR-γ einen Einfluss auf die Proteinexpression von pdcd4 besitzt. Der gleiche Effekt 
konnte bei der Inkubation von Jurkat-Leukämiezellen mit 40µM Pioglitazon nachgewiesen 
werden. Die stabile Transfektion von HCT-116 Zellen mit siRNA gegen pdcd4 resultierte 
ebenfalls in einer Wachstumshemmung, was die Vermutung nahe legt, dass ein basaler 
Proteinspiegel an pdcd4 für den normalen Ablauf des Zellwachstums unerlässlich ist. 
Zweidimensionale Gelelektrophoresen von HCT-116-Gesamtproteinextrakten zeigten eine 
Hyperphosphorylierung von Zytokeratin 19. Zytokeratine (CKs) gehören zu den 
Intermediärfilamenten und sind wichtiger Bestandteil des Zytoskeletts. Die 
Phosphorylierung ist eine wichtige regulatorische Modifikation für die Funktion von 
Zytokeratinen und erhöht deren Löslichkeit. In der vorliegenden Arbeit konnte zum ersten 
Mal gezeigt werden, dass die Behandlung mit TZDs zu einer vermehrten Phosphorylierung 
von CK 19 führt.  
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Pioglitazon seinen 
wachstumshemmenden Effekt auf HCT-116 Zellen über die Erniedrigung der 
Proteinexpression von cdk4, Cyclin D3 und p21
cip1/waf1 vermittelt, was einen G0/G1-Arrest 
zur Folge hat. Im Hinblick auf die Entwicklung neuer Strategien für die Behandlung von 
Karzinomen stellt somit die Aktivierung von PPAR-γ über TZDs oder andere, noch 












Colorectal cancer is a major global health problem with more than a million new cases 
diagnosed each year worldwide. The last decade has highlighted new advances in medical 
treatment of these carcinomas for example the activation of the peroxisome proliferator-
activated receptor γ (PPAR-γ) through specific ligands such as those belonging to the 
antidiabetic thiazolidinedione (TZD) class of compounds. Recent studies have 
demonstrated that binding on PPAR-γ leads to either terminal differentiation, inhibition of 
cell growth and/or apoptosis of a variety of cancers. 
To determine whether PPAR-γ regulates the cell growth of the colorectal tumor cell lines 
HCT-116 and HT-29, the expression of PPAR-γ was verified using Western-Blot analysis. 
The incubation with 40µM pioglitazon resulted in a clear reduction of cell growth in both 
cell lines. This antiproliferative effect was accompanied by a decrease of LDH – a marker 
of proceeded cell death - in the supernatants. Both, reduction of cell-proliferation and LDH-
activity in the supernantants were antagonized using the selective PPAR-γ antagonist 
GW9662, indicating that the effect of pioglitazone on HCT-116 and HT-29 cells depended 
on PPAR-γ activation. These results were confirmed by using flow cytometric analysis 
which showed only a moderate alteration of apoptotic cells under pioglitazone-treatment 
whilst the cells in the G0/G1-phase of the cell cycle was markedly increased. This G0/G1-
arrest was accompanied by a reduction the protein levels of cdk4, Cyclin D3 and p21
cip1/waf1 
in Western-Blot analysis. On the other hand pioglitazon had no effect on the protein leves 
of pro-apoptotic enzymes such as caspase 3, 9, 10 and p53. 
In order to determine whether PPAR-γ plays any role in TRAIL-induced apoptosis of HCT-
116 and HT-29 cells, the cells were pretreated with 40µM pioglitazone for either one or 
two days and afterwards their sensitivity to TRAIL-induced apoptosis was examined. 
TRAIL alone induced moderate apoptosis of these cells. The pretreatmen of HT-29 cells 
with pioglitazone increased their sensitivity to TRAIL-induced apoptosis while in HCT-116 
cells such a synergism could not be found. Interestingly, Western-Blot analysis showed a 
reduction of the protein level of the programmed cell death 4 protein (pdcd4). Pdcd4 is a 




demonstrates for the first time an interaction between the PPAR-γ signaling pathway and 
the expression of pdcd4. To investigate if this effect can also be found in other tumors, 
Jurkat leukemia cells were incubated with 40µM pioglitazone and the protein level of 
pdcd4 was measured by Western-Blot analysis showing a reduction of the pdcd4 expression 
as well. The stable transfection of HCT-116 cells with siRNA against pdcd4 showed 
marginal reduction of cell proliferation which led to the assumption that a minimal pdcd4 
level is essential for cell proliferation.  
Two-dimensional gelelectrophoresis of HCT-116-protein extracts were performed showing 
a hyperphosphorylation of cytokeratin 19. The primary function of keratins is to protect 
epithelial cell from mechanical and chemical stresses and provide cell integrity. 
Phosphorylation is an important regulatory modification of keratins and improves their 
solubility. Hence, hyperphosphorylation plays a crucial role in filament organisation and 
reorganisation during mitosis and apoptosis. This report is the first to show that the 
treatment of cells with the PPAR-γ ligand pioglitazone leads to a hyperphosphorylation of 
cytokeratin 19.  
In summary, this study shows that pioglitazone exerts its effect on HCT-116 cells via 
down-regulation of cdk4, Cyclin D3 and p21
cip1/waf1 leading to a G0/G1-arrest which 
depended on PPAR-γ. Confronted with the need to develop further strategies for the 
treatment of cancer, PPAR-γ agonists like TZDs or even more potent drugs seem to be a 
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